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Vorwort

Das Haar ist ein vielfaltiges Hautanhangsgebilde. Es erfillt verschiedene physikalische
Aufgaben wie Warmeisolation, Feuchtigkeitsregulierung, Lichtschutz und mechanische
Barriere [1]. Daruber hinaus wird der Form, Farbe und Fllle des Haares eine nicht
unerhebliche Aussagekraft Uber sozialen Status, Wohlstand, psychische und physische
Gesundheit und das Alter nachgesagt [2]. Diese ihm zugeschriebenen Attribute machen
das Haar flr uns sehr bedeutsam. Volles, kraftiges und satt pigmentiertes Haar wird mit
Gesundheit, Jugend und Vitalitat assoziiert, wohingegen wei3es oder diunnes Haar an

Alter, mannigfaltige Lebenserfahrungen und Weisheit denken Iasst.

Mit dem Ergrauen, auch Canities genannt, wird ein jeder im Laufe seines Lebens
unausweichlich konfrontiert und so stellt, im Besonderen, das Haupthaar einen
sichtbaren und eindeutigen Indikator fur Alterungsprozesse des Korpers dar [3]. Doch
paart sich ,Grauheit’ nicht mit ,Alter’ drangt sich ein Zusammenhang zwischen
korperlich-mentaler Auszehrung und einem stress-bedingten damit assoziierten Verlust
Haarfarbe auf [4]. Sich Uber etwas keine grauen Haare wachsen lassen’ oder ,Sorgen

machen graue Haare’ sind Verbalisierung dieses Phanomens.

Um sich diesem aus wissenschaftlicher Sicht zu nahern, werden zunachst die
anatomischen und physiologischen Grundlagen beschrieben und bisheriges Wissen
uber die Mechanismen des Ergrauungsprozesses und pathologischer Formen der
Canities dargestellt [2, 5-9].



1 Hintergrund

1.1 Der Haarfollikel und sein Wachstumszyklus - Zyklischer Auf- und
Abbau der pigment-bildenden Einheit

Der humane Haarfollikel etabliert sich zwischen der zwdlften und 20.
Schwangerschaftswoche als neuro-mesenchymal-epitheliale Einheit in der Haut des
Fotus [10, 11]. Zur Geburt ist nahezu der gesamte Korper des Neugeborenen
vollstandig vom so genannten Wollhaar (Lanugo) bedeckt. Dieses wandelt sich in Laufe
der weiteren Entwicklung zum Terminalhaar. In der Adoleszenzphase entwickelt sich
dann unter Hormoneinfluss die Puberalbehaarung. Der Haarfollikel setzt sich aus
verschiedenen Zellpopulationen zusammen. Unter ihnen die dem Epithel
entstammenden Keratinozyten, die den Haarschaft sowie die innere und aullere
Wurzelscheide bilden, die mesenchymalen Muskelzellen des Musculus arrector pili
genauso wie die Sebozyten der Talgdrise und die Fibroblasten der dermalen Papille
und die funktionell essentiellen Zellen neuronaler Abstammung, zum einen die
Nervenzellen der Spinalganglien, die ihre Neuriten zu den Haarfollikeln entsenden und
die spater pigment-bildenden Melanozyten. Sie wandern noch vor Beginn der
Pigmentproduktion aus der Neuralleiste [12], Uber die Dermis [11] in der sich bildenden
Haarfollikel ein und siedeln sich in den verschiedenen Nischen an [13] (siehe 1.2

Melanozytenpopulationen des Haarfollikels).

Das Haar wachst als eines der wenigen Organe, neben Uterus und Brustdrise,
in zyklische Phasen des Auf- und Abbaus [1]. Zellproliferation und —apoptose sind hier
in einem exakt koordinierten Organzyklus genau gesteuert, bei dem man Wachstums-
(Anagen), Regressions- (Katagen) und Ruhephase (Telogen) unterscheidet (Abbildung
1). Das Anagen ist von massiver Proliferation gekennzeichnet. Epitheliale und
melanozytare Stammzellen der Wulstregion (Ort der Talgdrisenmindung und der
Insertion des M. arrector pili) differenzieren aus, wachsen mit der dermalen Papille in
die Subkutis und bilden dort die Haarzwiebel, den Haarbulbus. Die Keratinozyten und
Melanozyten bilden Uber der dermalen Papille eine funktionelle Einheit der
Melaninproduktion und des —transfers, die auch pigment-bildende Einheit genannt wird
[14]. Hier hat der reife dendritische Melanozyt Kontakt zu flinf bis sechs Keratinozyten.
Diese pigment-bildende Einheit existiert in dieser Form nur im Anagen [15], sie liegt

oberhalb der so genannten Auber' schen Linie. Diese Linie markiert eine



Proliferationgrenze. Nur proximal der Linie proliferieren die Keratinozyten, distal findet
keine Zellteilung statt, sondern erfolgen Syntheseprozessen der jeweiligen Zellen,
Pigmentproduktion durch Melanozyten, Keratinproduktion, Melaninaufnahme und

schliel3lich Ausdifferenzierung der Keratinozyten.

Diese Phase des pigmentierenden Wachstums dauert beim Menschen je nach
individuellen Anlagen zwischen sechs und zehn Jahren, sodass sich ca. 97% aller
Skalphaare im Anagen befinden. Auf das Anagen folgt die Regressionsphase, das
Katagen, von dem zeitgleich etwa 2% der Skalphaare betroffen sind. Hier kommt es
zum programmierten Zelltod, Apoptose, von Keratinozyten und Melanozyten [8], bei der
sich der Haarbulbus verschmalert, an GrolRe verliert und die dermale Papille sich zurlick
an die dermal-subkutane Grenze verlagert. AnschlieRend geht der Haarfollikel in die
Ruhephase uber. Im Telogen finden weder Haar- noch Pigmentproduktion statt. Bei
erneuter Anageninduktion werden die Zellen des Haarbulbus’ neu aus den
Stammzellen [16] der Wulstregion rekrutiert, ein neues Haar wachst und das alten wird

heraus gestolden.
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Abbildung 1: Zyklischer Auf- und Abbau der pigment-bildenden Einheit. Die Graphik fasst die
Phasen der melanozytdren Entwicklung zusammen. a) Zu Beginn des neuen Anagens werden neue
Melanozyten fur die pigment-bildende Einheit des Bulbus aus dem melanozytdren Stammzellenpool der
Istmus- und Wulstregion rekrutiert. Im friihen Anagen formiert sich die pigment-bildende Einheit aus
Haarschaft- und Pigmentproduktion oberhalb der dermalen Papille.; b) Von dieser pigment-bildenden
Einheit ausgehend, wird beim Menschen bis zu 10 Jahre lang ein pigmentierter Haarschaft gebildet.; c)
Durch bislang nicht geklarte Mechanismen, wird die Pigment- und Haarschaftproduktion eingestellt. Es
kommt zur Apoptose von pigmentierenden Melanozyten und Keratinozyten. Der Haarfollikel geht in das
Katagen uber.; d) Der gesamte Bulbus regrediert, die apoptotischen Zellen werden abgebaut und der
Follikel geht in das Telogen uber. Abkirzungen: MAP = Musculus arrector pili; TD = Talgdrise; DP =
dermale Papille; PE = pigment-bildende Einheit. Abbildung modifiziert nach Peters et al. 2001 [2, 7, 17,
18].

Hieraus ergeben sich zwei Schlisselphasen der melanozytaren Entwicklung wahrend
des Haarzyklus’, die fur das vorzeitige Ergrauen von entscheidender Bedeutung sein

konnten:



1) Zu Beginn des Anagens in der Proliferations- und Differenzierungsphase scheinen
die ruhenden melanozytaren Stammzellen empfanglich fur aufdere Stimuli zu werden
[6, 19, 20]. Vermutlich werden sie auch vulnerable gegenlber negativen Einflissen
(Abbildung 1 a)).

2) Im Anagen-Katagen-Ubergang, wahrenddessen reife Melanozyten der pigment-
bildenden Einheit in Apoptose gehen oder zu einem kleinen Teil in der dermalen
Papille verweilen. In dieser Phase konnte das Gleichgewicht zwischen Proliferation

und Apoptose gestdrt werden (Abbildung 1 c)).

Neben der im Haarfollikel exakt gesteuerten Proliferation und Apoptose, konnte im
Tiermodell gezeigt werden, dass sich auch die den Haarfollikelbulbus und die
Waulstregion umgebenden Nervenfaserblndel zyklisch verandern [17, 21] und das
Haarwachstum beeinflussen. So kommt es zu einer Vermehrung adrenerger
sympathischer Nervenfasern und peptiderger sensorischer Nerverfasern im frihen
Anagen. FUr das von ihnen enthaltene Noradrenalin und Neuropeptid Substanz P (SP),
konnte in der Organkultur ein wachstumsférdernder Effekt in diesem Zyklusstadium
gezeigt werden [17, 22]. Da die Differenzierung und Migration der Melanozyten
ebenfalls in dieser Phase stattfindet und sie sich von neuronalen Zellen ableiten, liegt
die Vermutung nah, dass diese Neurotransmitter auch auf melanozyten-spezifische

Prozesse Einfluss nehmen.

Weiterhin exprimiert der humane Haarfollikel alle Elemente der hormonellen
hypothalamisch-pituitaren-adrenalen Stressachse (HPA-Achse) [23], dazu gehdren das
Corticotropin Releasing Hormon (CRH) und dessen Rezeptor, die Spaltprodukte des
Proopiomelanocortins (POMC), Adrenocorticotropes Hormon (ACTH) und alpha-
Melanozyten-stimulierendes Hormon (a-MSH) sowie deren Rezeptor
Melanocortinrezeptor 1 (MC-R1). Deren Expression steigt unter CRH-Einfluss. Darlber
hinaus fuhrt die CRH-Behandlung zu verstarktem Haarwachstum, Katageninduktion
und zur Melaninproduktion. Auch im murinen Modell ist CRH bekannt. Hier konnte
gezeigt werden, dass seine Expression vom Haarzyklusstadium anhangig ist [24], mit
hoher Expression im frihen und mittleren Anagen und nahezu erloschener im Katagen
und Telogen. Gleiches gilt fuir ACTH, a-MSH und deren Spaltenzyme [25, 26]. So
wurde postuliert und auch nachgewiesen, dass diese kutane HPA-Achse nicht nur das

Haarwachstum, sondern auch die kutane Stressreaktion auf beispielsweise UVB
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Strahlung beeinflusst, protektiv eingreift [26-28] und die Funktion des Melanozyten

inklusive Pigmentbildung entscheidend mitbestimmt [29-34].
1.2 Melanozytenpopulationen des Haarfollikels

Vorangegangene immunhistochemische Untersuchungen haben ergeben, dass es zu
Beginn des Anagens mindestens drei verschiedene Melanozytenpopulationen gibt, die
sich in Hinblick auf die von ihnen exprimierten Proteine unterscheiden [5, 6, 35]
(Abbildung 2). In der Isthmus- und Wulstregion findet man ruhende nicht-
proliferierende, nicht-wandernde frihe melanozytare Stammzellen. In der aufleren
Wurzelscheide gibt es gewanderte Melanozyten, die gleichzeitig so genannte transient
amplifying cells sind [20]. Dies sind Zellen, die bereits erste Schritte der Differenzierung
vollzogen haben, sich aber trotzdem noch teilen kdnnen. Schliel3lich befinden sich in
der pigment-bildenden Einheit reife Melanozyten die alle zur Melanogenese
notwendigen Enzyme exprimieren und Melanogenese betreiben. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass es Melanozyten gibt, die die Apoptosephase im Katagen [7, 8]
Uberleben und Uber die Wanderung in die dermale Papille, im so genannte ,zweiten
Keim’ das Telogen Uberdauern und eventuell auf diesem Wege an der Repopulation

der pigment-bildenden Einheit im darauf folgenden Anagen beteiligt sind [7, 36].

Lange Zeit wurde die Hypothese vertreten das Melanozyten zum Ende des
Wachstumszyklus, Anagen, de-differenzieren, indem sie die Dendriten retrahieren, die
Melanogenese einstellen [10] und in der Haarwurzel verweilen. Es wurde vermutet,
dass sie im nachsten Haarzyklus an der Pigmentierung des neu entstehenden Haars
beteiligt sind. Jedoch sind Dendritenretraktion und Beendigung der Melanogenese
genauso gut mit pra-apoptotischen Veranderungen vereinbar. Die Detektion der
Melanozytenapoptose wahrend des Anagen-Katagen-Ubergangs warf erneut die Frage
nach einem Zellpool auf, aus dem sich diese abgestorbenen Zellen regenerieren
kénnen, im Sinne eines melanozytaren Stammzellpools [7, 8]. Nach der Entdeckung
epithelialer Stammzellen [16], konnten auch melanozytare undifferenzierte
amelanotische Zellen nachgewiesen werden [20]. Seitdem ist bekannt, dass die
Isthmus- und Woulstregion des murinen Haarfollikels so genannte BrdU (5-bromo-2-
deoxyuridine) ,label-retaining cells’ beherbergt, die den frihen Melanozytenmarker
Tyrosinase-related protein-2 (TRP-2) exprimieren. BrdU ist ein Nukleinsaureanalogon,
das wahrend der DNA-Replikation in diese eingebaut wird und spater mit einem

Antikérper angefarbt werden kann. Behalt eine Zelle das ,Label’ BrdU so hat sie sich
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nicht geteilt. Eine mitotisch inaktive Zelle bedeutet flir den Haarfollikel eine Stammzelle,

aus deren Pool sich neue Haarfollikelzellen ableiten konnen.

Es gibt Hinweise darauf, dass die Isthmus- und Wulstregion ein besonderes Milieu
bietet. Zum scheint es eine immunpriviligierte Nische zu sein [37] und somit dort
ortstandige Zellen vor destruktiven immunologischen Prozessen schitzt. Zum anderen
sind ruhende melanozytare Zellen in dieser Nische von dem vortbergehenden Mangel
an bestimmten Wachstumsfaktoren geschuitzt, dies konnte fur den Migrationsstimulator

Stammzellenfaktor gezeigt werden [6, 20].

Dies ist somit ein optimaler Ort fur kutane Stammzellen, die hier starker geschitzt sind.
Diese Stammzellen kénnen so den apoptotischen Verlust verschiedener
Zellpopulationen, Keratinozyten wie Melanozyten nach Verletzungen, nach
Strahlenschaden und bei regularer Abnutzung durch mechanischen Abrieb und

Haarwuchs kompensieren.

FUr die Etablierung des Melanozyten in der Haut und im Haarfollikel und die
letztendliche Produktion des Melanins sind eine Reihe von Faktoren und Genen wichtig.
Deren Fehlen oder Mutation zeigt sich in Formen des Leuzismus (Fehlen von
Melanozyten) und Albinismus (Unfahigkeit zur Melanogenese) [38, 39]. So kommt es
bei den verschiedenen Formen des Waardenburg-Syndroms zur fehlerhafter
Entwicklung der Melanozyten auf Grund von Mutationen der Gene EDN3, MITF, PAXS,
SNAI2 und SOX10 [38]. Sehr gut erforscht ist auch die Rolle von c-kit, dem Rezeptor fur
den so genannten Stammzellen- oder Mastzellenfaktor (SCF), der auch KIT, cd117
oder stem cell factor receptor genannt wird. Seine Mutation fihrt beim Menschen zum
Piebaldismus, der meist mit einer charakteristischen weilRen Stirnlocke und
depigmentierten Hautarealen einhergeht. Im Mausmodell konnte nachgewiesen
werden, dass c-kit eine bedeutende Rolle bei der Einwanderung der Melanozyten in
den Haarfollikel spielt [40, 41]. Weiterhin ist die Entwicklung reifer Melanozyten im
Anagen des Haarzyklus von c-kit abhangig und die spezifische Antagonisierung des
Rezeptors fuhrt zum Ergrauen des Fells betroffener Mausen [6]. Fir die Varianten des
okulokutanen Albinismus sind Genmutationen in fur die Melanogenese essentiellen
Enzymen wie Tyrosinase (Tyr) und Tyrosinase-related protein-1 (TRP-1) verantwortlich
[38, 39].
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Abbildung 2: Haarfollikel des frithen Anagens mit etablierter pigment-bildender Einheit und
beginnender pigmentierender Haarschaftproduktion. Die schematische Darstellung zeigt die
verschiedenen Melanozyten-beherbergenden Kompartimente des Haarfollikels. Die vergroRerten
Schemata geben die Morphologie und die von den jeweiligen Populationen exprimierter Epitope an. In
der auleren Wurzelscheide der Isthmus- und Wulstregion nahe der Talgdrisenmindung und der
Insertion des Musculus arrector pili, befinden sich die undifferenziert rundlich-ovale melanozytare
Stammzellen, sie exprimieren TRP-2 (+) und befinden sich zum Untersuchungszeitpunkt in der Regel
nicht in Proliferation (Ki67-). Die Melanozyten der duReren Wurzelscheiden zwischen Wulstregion und
Bulbus sind oligodendritisch und zeigen Merkmale von friithen (TRP-2+) und reifen (TRP-1+) Melanozyten

und exprimieren gleichzeitig den Migrationsmarker c-kit (+) und Proliferationsmarker Ki67 (+). Im Bulbus
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angekommen exprimieren sie zusatzlich Tyrosinase (Tyr+), das limitierende Enzym der Melanogenese.
(MAP = Musculus arrector pili; TD = Talgdriise; AWS = duRere Wurzelscheide; DP = dermale Papille; HS
= Haarschaft; PE = pigment-bildende Einheit; TRP = Tyrosinase-related protein; Tyr = Tyrosinase; Ki67 =

Proliferationsmarker; c-kit = Migrationsmarker).
1.3 Melanogenese

Obwohl wenige andere Zellpopulationen zur Melanogenese fahig sind [42], ist sie ein
vorwiegend die Melanozyten charakterisierender biochemischer Prozess. Die
Melaninbiosynthese findet in dafur spezialisierten Zellkompartimenten, den
Melanosomen, statt. Diese bilden sich als vesikulares Zellkompartiment kernnah aus
dem endoplasmatischen Retikulum und werden im Laufe ihrer Ausreifung mit den fur
die Melanogenese notwendigen Enzymen bestlckt, Tyrosinase (Tyr), Tyrosinase-
related protein-1 (TRP-1) und Tyrosinase-related protein-2 (TRP-2). Hier bildet
Tyrosinase aus Tyrosin L-Dopa, welches auch unter Einfluss bestimmter Metallionen in
Dopaquinon umgewandelt wird (Abbildung 3). Dopaquinon wird bei Mangel an
schwefelhaltigen Substraten (Glutathion oder Cystein) durch TRP-2 Uber die
Zwischenstufen Dihydroxyindol und Dihydroxyindolcarboxylsdure in braunlich-
schwarzes Eumelanin umgewandelt. Bei diesem Prozess entsteht reichlich
Wasserstoffperoxid (H20;) [43], welches eine Quelle fur Sauerstoffradikale darstellt und
so oxidativen Stress verursacht. Bei hohen Konzentrationen an Glutathion und Cystein
verbindet sich Dopaquinon mit diesen zu Glutathionyldopa bzw. Cysteinyldopa. Durch
Tyrosinase und/oder Peroxidase entstehen hieraus Uber verschiedene Zwischenstufen
hell-rétliches Pheomelanin [44-46]. Im Zentralnervensystem werden aus L-Dopa Uber
Dopamin auch die Neuromelanin gebildet [47]. Nach der Synthese wird das Melanin
samt Melanosom an die Keratinozyten transferiert [14]. Diese differenzieren aus und

bilden so einen pigmentierten Haarschaft.
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Abbildung 3: Flussdiagramm der Melaninbiosynthese. Die schematische Darstellung verdeutlicht die
einzelnen biochemischen Reaktionen. Aus (Uberwiegend) Tyrosin werden die schwarz-braunen
Eumelanine und gelb-rétlichen Pheomelanine gebildet. Bei der Synthese der Eumelanine entsteht
reichlich oxidativer Stress in Form von Wasserstoffperoxid. Zur Vollstandigkeit sind auch die
Syntheseschritte der Neuromelanine aufgefihrt, was wiederum die zelluldare und biochemische
Verwandtschaft zur neuronalen Linie verdeutlicht. (Abbildung modifiziert nach Slominiski et al. 2004 [43,
46, 47])
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1.4 Das Haarergrauen

1.4.1 Senile Canities

Das Ergrauen im Alter wird senile Canities genannt von ,senil’ = lat. ,alters-, und
,canities’ = lat. canus ,grau, weildgrau’ (Duden). Bei Kaukasiern beginnt sie mit Mitte 30
[2]. Als Ursache fur die senile Canities wird ein Verlust von Melanozyten verantwortlich
gemacht [14]. Histomorphologisch gibt es Hinweise fir eine progressive
Melanozytendysfunktion mit fehlerhaftem Melanintransfer von Melano- zu
Keratinozyten, welche in einer Verringerung der Melanosomenzahl oder ausbleibenden
Melanintransfer, sowie zu Fehlablagerungen im umliegenden dermalen Gewebe
resultiert. Weiterhin nimmt die Aktivitat der melanogenetischen Enzyme ab [2]. Bei den
Melanozyten selbst konnte im Verlauf des Ergrauens eine Abnahme der Dendritizitat
und eine Abrundung ihrer Zellsoma beobachtet werden. Sie erscheinen, bei nur noch
schollenartiger Pigmentierung des Haarschafts, vermehrt unterhalb der Auber' schen
Linie [48]. Tatsachlich verschwinden die Pigmentzellen aus den Bulben und

Waulstregionen ergrauender und weil3er humaner Haarfollikel [49].

Fir c-kit konnte eine entscheidende Rolle flr das Migrationsverhalten der Melanozyten
nachgewiesen werden. So ist c-kit wichtig fur das Einwandern der Melanoblasten in den
Haarfollikel wahrend der Morphogenese [40, 50], aber auch entscheidend fir die
Differenzierung von Melanoblasten im Haarzyklus. Fehlt der c-kit-vermittelte Signalweg
im frihen Anagen so reifen keine Melanozyten fur die pigment-bildende Einheit heran
und das Haar bleibt grau [6, 51], jedoch bleiben hier die Melanoblasten erhalten und die

Pigmentierung kann sich erholen.

Es muss weiterhin bertcksichtigt werden, dass der Haarfollikel einen Zellverband
darstellt. Melanozyten im Besonderen Melanoblasten wachsen ex vivo in reiner
Zellkultur schlechter als in Co-Kultur beispielsweise mit Keratinozyten [52-54]. So
verwundert es nicht, dass auch Zell-Zell-Interaktionen wie die Signalwege des Notch-
Rezeptors zum Erhalt der Melanoblasten der Wulstregion beitragen [19, 55] und die
Unterbrechung dieser Signalkaskade durch experimentellen Gen-Knock-out zu dosis-

abhangigem Ergrauen fuhrt [56].

Des Weiteren scheint der oxidative Stress eine entscheidende Rolle fiir das Uberleben
der Melanozyten im Ergrauungsprozess zu spielen. Nicht nur, dass er wahrend der

Melanogenese entsteht [43], sonder er ist auch in der Lage, die Melanogenese zu
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inhibieren [57]. Aulerdem ist oxidativer Stress verantwortlich fur nukleare und
mitochondriale (mt) DNA-Deletionen. Eine mitochondriale Deletion, die spezifisch in
alternder Haut akkumuliert, ist die Deletion A4977 mtDNA, auch “common” deletion
genannt [58]. Von dieser weil® man, dass sie in Melanozyten ergrauender humaner
Haarfollikel vermehrt auftritt [48]. Diese Akkumulation geht in Melanozyten mit einer
Abnahme an c-kit, dem Rezeptor fur den Stammzellenfaktor, und Bcl-2, einem anti-
apoptotischen und die mitochondriale Atmungskette schitzenden Protein, das sich in

den Membranen der Mitochondrien befindet, einher.

Auch im Mausmodell flhrt die gezielte Depletion von Bcl-2 erstens zum Ergrauen des
Fells im folgenden Haarzyklus [59, 60] und zweitens zur Apoptose der melanozytaren
Stammzellen der Wulstregion [61]. Das heilt, dass Bcl-2 sowohl fiir das Uberleben

ausdifferenzierter, als auch fur den Erhalt von Vorlauferzellen wichtig ist.

Diese bisherigen Ergebnisse koénnen die Mechanismen des Ergrauens nicht
abschlieBend klaren. Jedoch deuten sie daraufhin, dass der mangelhafte Erhalt
melanozytarer  Vorlauferzellen und/oder die reduzierte  Apoptoseinhibition
melanogenetisch aktiver Zellen der pigment-bildenden Einheit am Ergrauensprozess

beteiligt zu sein scheinen.
1.4.2 Ubernacht-Ergrauen

Das Ubernacht-Ergrauen ist ein Phdnomen, das nach plétzlichen, einschneidenden
Lebensereignissen auftreten soll. Uberlieferungen berichten, dass die franzdsische
Kdnigin Marie Antoinette und auch Sir Thomas More in den Tagen vor ihrer Hinrichtung
graue Haare bekommen haben [4]. Seit langerem wird hierfur einen besondere Form
der Alopezia areata verantwortlich gemacht [9]. Man postuliert hier eine
Autoimmunreaktion, die sich gegen melanogenese-spezifische Enzyme richtet und
somit nur pigmentierende Melanozyten und den von ihnen populierten Haarfollikel
durch Entzindungsprozesse zerstort, wohingegen bestehende weilde Haarfollikel
erhalten bleiben sollen und so der Eindruck entsteht, die betroffene Person sei ergraut
[62].
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2 Melanozyten und Stress

2.1 Psycho-emotionaler Stress und Haarfollikel

Den Ausfuhrungen Hans Selyes folgend ist ,Stress’ eine Reaktion und ein
Anpassungsprozess des Individuums auf die auf seinen Korper einwirkende aulere
Reize [63]. Der betreffende Organismus nimmt die Reize mit den Sinnen wahr. Hierzu
gehoren Gerausche, visuelle Eindricke, Hitze aber auch Kognitionen und psycho-
emotionaler Stress. Sie werden bewertet und verarbeitet, um schliellich auf sie
reagieren zu konnen. Die systemische Reaktion wird Uber die hypothalamisch-
pituitaren-adrenalen Stressachse (HPA-Achse) vermittelt. Mit Aktivierung dieser Achse
kommt es zur Ausschittung von Stresshormonen wie Corticotropin Releasing Hormon
(CRH), Adrenocorticotropes Hormon (ACTH) und Cortisol [64].

Daneben kommt es zur Aktivierung des sympathischen Nervensystems mit

konsekutiver systemischer und lokaler Ausschittung von Catecholaminen [64].

Als dritte Saule in der Stressreaktion agiert die neuro-peptiderge Achse. Von Vertretern
wie Substanz P (SP) ist bekannt, dass es als neuronaler Mediator auf die Sekretion der
Stresshormone im zentralen Nervensystem Einfluss nimmt [65] und an der Verarbeitung
psycho-emotionalen Stress’ in Gehirn beteiligt ist [66]. FUr Neurotrophine wie Nerve
Growth Factor (NGF) konnte ebenso eine vermehrte systemische Ausschuttung unter

Stress gezeigt werden [67].

In der Haut selbst werden CRH und der entsprechende Rezeptor exprimiert, was nahe
legt, dass die Haut selbst ein stress-reagibles Organ ist [27]. Daruber hinaus konnte
gezeigt werden, dass insbesondere der Haarfollikel in der Gesamtheit seiner Zellen alle

Elemente diese HPA-Achse selbst exprimiert [23].

In einem etablierten Tiermodell, das sich der Erforschung der Folgen psycho-
emotionalen Stress’ widmet, wird eine fur die Tiere unausweichliche Gerauschquelle als
Stressor benutzt, der Larmstressor. Unter Nutzung dieses Modells konnten
Stresseffekte in ihrer Wirkung auf verschiedene Koérperorgane nachgewiesen werden
[68, 69], darunter auch die Haut [70-75].

In diesen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass eine systemische
Stresswahrnehmung Auswirkung auf die ,peripher’ gelegenen Haarfollikel hat. Dass

also eine Hirn-Haut-Haarfollikel-Stressachse existiert [75]. So kommt es unter Stress im
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Telogen zu einer gesteigerten Apoptose follikularer Keratinozyten. Wahrend des
Anagen-Katagen-Ubergangs fiihrt der Stress zu einer vorzeitigen Katagenentwicklung
[70, 75]. Auch hier ist die Apoptose follikularer Zellen erhoht. In beiden
Haarzyklusstadien waren die Stresseffekte von einer vermehrten perifollikularen
Entzindungsreaktion begleitet, die durch Infiltration von Immunzellen in die

interfollikulare Dermis und Mastzelldegranulation gekennzeichnet ist.

Das Neuropeptid SP konnte als Stressmediator in der Haut identifiziert werden. Den
Haarfollikel umgebende Nervenfaserbindel enthalten unter Stress dieses Peptid.
Substanz P ist in der Lage ohne Exposition gegenuber dem Larmstressor, die
Stresseffekte hervorzurufen, wohingegen die gezielte Antagonisierung oder der
Rezeptor-Knock-out diese Veranderungen auch unter Stressexposition verhindert [76,
77]. Zu diesen Stresseffekten gehéren auch die hervorgerufenen immunzellularen
Veranderungen, sodass man Auslosung dieser durch Substanz P, als eine neurogene

Entzindung ansehen werden kann.

SchlieRlich kommt auch NGF eine besondere Bedeutung in der Haut zu. NGF reguliert
in Ubergeordneter Position, die durch SP mediierte kutane inflammatorische
Stressreaktion [74].

2.2 Das Schicksal des Melanozyten

Das Verhalten melanozytarer Zellen ist in dem Kontext von psycho-emotionalem Stress
bisher unerforscht. Die im Telogen und Anagen-Katagen-Ubergang beobachteten
Stresseffekte mit Apoptose und neurogener Entziindungsreaktion liel3en die Population
der Melanozyten unbeachtet. Die Erkenntnis Uber die Existenz dieser Hirn-Haut-
Haarfollikel-Stressachse legt allerdings nahe, dass auch diese Zellpopulation von
stressbedingten Veranderungen betroffen sein kann. Das ACTH st erstens
biochemisch eng verwandt mit dem alpha-Melanozyten-stimulierenden Hormon (a-
MSH) und entfaltet zweitens auf Grund der starkeren Affinitat zu dem a-MSH-Rezeptor
als a-MSH auch eine ausgepragte melanogenetische Wirkung [31]. Weiterhin ist der
Anagen-Katagen-Ubergang im Zyklus der Melanozyten ein entscheidender Zeitpunkt,
da sie hier Apoptose gehen, und eine vermehrte Apoptose unter Stress auch sie
betreffen kdnnte. Zusatzlich deuten die Untersuchungen zum oxidativen Stress im
senilen ergrauten Haarfollikel [48] darauf hin, dass dieser auch bei der Genese der

pramaturen Canities beteiligt sein konnte. Oxidativer Stress entsteht reichlich bei
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Entzindungsprozessen [78] somit auch im Rahmen neurogener Entzindungen der
Haut [75, 78] und durch die spezifische Funktion der Melanozyten, die Melanogenese
[43].

Bezuglich der Differenzierung und Proliferation der Melanozyten aus Vorlauferzellen der
Isthmus- und Wulstregion im frihen Anagen gibt es bisher noch keine Untersuchung,
auch nicht ob Stress in diesem Haarzyklusstadium einen Einfluss hat. Lediglich fur das
Telogen konnte eine Verlangerung dessen mit einem anderen Stressmodell gezeigt

werden [79] sowie die anageninduzierende Wirkung lokal applizierte Substanz P’s [80].
2.3 Offene Fragen

So ergeben sich bezlglich der Pathogenese einer moglicherweise stressinduzierten

pramaturen Canities folgende Fragen:

= Konnen in Haarfollikeln von gestressten Tieren Veranderungen an
Melanozyten festgestellt werden, die auf einen Ergrauen

propagierenden Einfluss von Stress hinweisen?

=  Sind Melanozyten ebenso von einer vermehrten Apoptose wahrend
des Anagen-Katagen-Ubergangs als ein Folge von Stress betroffen
und tragt dies moglicherweise zu der Entstehung einer pramaturen

Canities bei?
=  Findet auch im friihen Anagen unter Stress Apoptose statt?

= Ist die Differenzierung von melanozytaren Vorlauferzellen wahrend

der friihen Anagenphase unter Stress beeinflusst?

=  Sind mogliche Verdnderungen der Melanozytenbiologie unter Stress

assoziiert mit oder erklarbar durch Haarzykluseffekte?

= Ist der fir das Haarwachstum hochrelevante Stressmediator

Substanz P auch ein fir Melanozyten relevanter Stressmediator?

=  Welche molekularbiologischen Signalwege sind in die Stressantwort

der Haut involviert, die auf Mechanismen in Melanozyten hinweisen?
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3 Methodik

3.1 Tierexperimenteller Versuchsaufbau

Fur alle Versuche wurden weibliche CBA-J (3.3, Abbildung 5) oder C57BL/6 (3.2 und
3.3, Abbildung 6) Mause mit einem Gewicht von 16-18 g, das entspricht etwa dem Alter
vom sechs Wochen, genutzt (Charles River, Sulzfeld und Harlan Winkelmann Borchen
Deutschland). Die Tiere wurden nach der Ankunft in der Versuchstierhaltung in
Gruppen von sechs bis sieben Mausen pro Kafig randomisiert den verschiedenen
Untersuchungsgruppen zugeteilt. Den Tieren wurde eine Eingewdhnungsphase an die

neue Umgebung von einer Woche gewabhrt.

Alle Tiere waren bei zwolfstindigem Tag/Nacht-Rhythmus unter pathogenfreien
Bedingungen in der Forschungseinrichtung flr experimentelle Medizin (FEM Charité
Campus Virchow-Klinikum) bei Futter und Wasser ad libitum untergebracht. Die
Tierpflege und der experimentelle Versuchsaufbau erfolgten gemald der FEM-
Richtlinien und der staatlichen Auflagen zur Durchfihrung von Tierversuchen (LaGeSo
Berlin (G 0061/02, G 0075/03, G0184/02) in Kooperation mit Prof. Sven Hendrix,
Charité, Universitatsmedizin Berlin & Hasselt University - Campus Diepenbeek, Dept.
of Morphology & BIOMED Institute, Agoralaan Gebouw D, BE 3590 DIEPENBEEK,
Belgium und Prof. Petra Arck, Charité, Universitatsmedizin Berlin & Department of

Medicine, McMaster University Hamilton, Ontario Canada).

Die Verwendung von CBA-J und C57BL/6 Mausen hat verschiedene Vorzlge. Sie sind
wie der Mensch Saugetiere und kdnnen akustische Stressquellen wie unter 3.1.2
beschrieben wahrnehmen [71]. Die verschiedenen Stamme sind in ihrer Stressrektion
vergleichbar, wobei C57BL/6 Mause etwas stress-sensitiver zu sein scheinen [70]. In
vorangegangenen Untersuchung wurden diese speziell fir die Versuchsmedizin
gezichtete Tiere, dermatologisch, haarbiologisch und neuro-immunologisch genau
definiert und in den verschiedensten Stress- und Neuroendokrinologie-Modellen
verwandt [6, 13, 17, 24, 40, 71, 81]. Die Mause sind klein, einfach zu halten und durch
jahrzehntelange Inzucht syngen. Dieser Umstand erlaubt die Arbeit mit sehr kleinen
Gruppen von Tieren, da die zu erwartende Streuung der Daten gering ist. Des Weiteren
weisen diese Tiere eine Reihe von anatomischen und physiologischen Besonderheiten

auf:
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a) die zyklische Aktivitat muriner Haarfollikel ist, anderes als beim Menschen,
stark synchronisiert, d.h., es ist eine Vielzahl von Haarfollikeln in exakt

derselben Haarzyklusphase verflgbar [82, 83].

b) mittels Depilation im Telogen bei ca. sieben Wochen alten Mause, lasst sich
ein  exakt vorhersagbarer Haarzyklus induzieren, dessen Stadien
morphologisch und  biochemisch, wie zahlreiche vorangegangene
Untersuchungen gezeigt haben, mit dem spontanen Haarzyklus vergleichbar
sind [18].

c) dieser depilationsinduzierte Haarzyklus ist in zahlreichen vorangegangenen
Untersuchungen sehr genau charakterisiert worden, so dass eine Reihe von
Vergleichsdaten existieren [5, 8, 17, 18, 21, 24, 36, 84, 85].

d) die kutanen Melanozyten sind bei diesen Tieren auf die Haarfollikel
beschrankt. Da die Melanogenese strikt mit der Haarwachstumsphase,
Anagen, gekoppelten ist [15], ist bereits makroskopisch Uber die Hautfarbe
eine Beurteilung der beginnen Haarfollikelaktivitat moglich, ohne dass das

Haar bereits die Epidermis durchbrochen hat.
3.1.1 Depilationsinduzierter Haarzyklus

In der siebten Lebenswoche befinden sich alle Haare der Ruckenhaut in der
Ruhephase (Telogen) [83]. Dieses Haarzyklusstadium ist einfach zu erkennen, da die
Haut rosafarben erscheint. Zu diesem Zeitpunkt wird bei allen Mausen der Nacken- und
Ruckenbereich unter allgemeiner Anasthesie (12,5 mg/ml, Curamed, Karlsruhe,
Deutschland; 0,025 mg/ml Rompun 2%, Bayer, Leverkusen, Deutschland; Injektion pro
Maus 0,15-0,2 ml) depiliert. Hierzu wird eine erwarmte Wachs-Harz-Mischung
(Beeswax, 243221, Aldrich und Gum Rosin, R3755, Sigma-Aldrich, Munchen,
Deutschland) auf Nacken und Rucken aufgetragen, die bei Erkalten erstarrt. Die sich
leicht I6senden Kolbenhaare verkleben in dem Wachs und werden mit dem Wachs-
Harz-Gemisch entfernt. Der Wachstumszyklus dieser Follikel wir damit synchronisiert
und alle Haarfollikel der Rickerhaut treten in die Wachstumsphase (Anagen) ein [18,
86, 87].

3.1.2 Stressexposition

Im Modell zur Testung der Effekte psycho-emotionalen Stress’ werden die Tiere einem

Larmstressor ausgesetzt. (Maulwurfsscheuche, Conrad, Berlin, Deutschland,
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Abbildung 4) Diese Methode ist eine seit vielen Jahren etablierte und anerkannte
Methode zur Simulation psycho-emotionalen, psycho-sozialen Stress’ [68-77, 88-91].
Das Gerat emittiert brummende Téne mit einer horbaren Frequenz von 300 Hz und
einem Schaldruckpegel von 75-80 Dezibel in unregelmaligen Abstanden ca. 4 x

1sec/min, sodass sich die Tiere sich nicht an den Stressor gewdhnen kdnnen.

»

Abbildung 4: Maulwurfsscheuche der Firma Conrad. Die vom Gerat emittierten Tone
I6sen bei den Nagern Fluchtverhalten aus. Das Gerat ist batterie-betrieben und zur
Handhabung im Garten wird das Gerat fiir gewohnlich bis zum Gehauseoberteil in die Erde

gesteckt.

3.1.3 Applikation von Substanz P

FUr Substanz P ist bereits eine stress-mediierende Wirkung in Bezug auf die Haut und
den Haarfollikel nachgewiesen [70, 74, 75, 77]. Unter Stress steigt in der Haut die
Anzahl Substanz P-positiver Nervenfasern in der perifollikularen Dermis [70, 71, 75].
Wird der Rezeptor, der die Substanz P-Wirkung mediiert Neurokinin-1 Rezeptor
geblockt oder fehlt gentechnisch veranderten Tiere dieser Rezeptor, bleiben unter
Stressexposition die Effekte aus [70, 76]. So ist Substanz P als Stressmediator
anzusehen. Daher wurde zur Untersuchung eines stress-mediierenden Effekts von
Substanz P auf Melanozyten den Tieren einmalig eine Dosis von 10 nmol Substanz P
(in steriler desoxygenierter Phosphat-gepufferten Saline (PBS), 100ul pro Tier; S 6883,
Sigma, Munchen, Deutschland) intraperitoneal verabreicht. Diese Dosis hat sich als
intraperitoneale systemische Applikation in wiederholten Versuchen als effektiv

erwiesen [70, 75].
3.1.4 Antagonisierung des Neurokinin-1 Rezeptors

Der Neurokinin-1- (NK-1) Rezeptor mediiert die Effekte vom Substanz P [92]. Um die
Abhangigkeit vom Substanz P-Signalweg zu prufen, erhielten die Tiere vor und nach
der Stressexposition 200 ug eines NK-1-Rezeptorantagonisten (in sterilem PBS 100pl
pro Tier; RP 67580 Rhoéne-Poulenc, Frankreich; S 3144, Sigma, Muinchen,

Deutschland) intraperitoneal.
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3.2 Stresseffekte auf die murine Haut

Um isoliert die Stresseffekte auf die murine Haut auf Transkriptionsebene zu
untersuchen, wurden ca. sieben Wochen alte C57BL/6 Mause fur 24 Stunden einem
Larmstressor ausgesetzt. Im Alter von sieben Wochen befinden sich die Mause im
Telogen [83], der Ruhephase des Haarzyklus, dass heildt die Zellen des Haarfollikels
exprimieren keine Signale der Zellproliferation oder —apoptose, die eine Stressantwort
modglicherweise modifiziert verarbeiten wirden. So ist eine Analyse der an der
Stressantwort  beteiligten  Signalwege moglich. 48 Stunden nach Beginn
Stressexposition wurden die Tiere getétet. Es erfolgte die Entnahme von ca. 10 cm?

Ruckenhaut und die Aufbereitung des Gewebes wie unter 3.8.1 beschrieben.

3.3 Untersuchung von Stresseffekten auf Proliferations- und

Apoptosephasen der melanozytdren Entwicklung

Um Stresseffekte wahrend der Proliferations- und —Wachstumsphase des Haarfollikels
zu untersuchen, wurden die Mause in zwei unterschiedlichen Versuchsanordnungen
untersucht. Die unter 3.1 beschriebenen Behandlungen mit Stressoren und Substanz P
und deren Antagonisierungen wurden hier in Bezug zum Haarzyklusstadium gesetzt. Im
ersten Versuchsaufbau wurden die Tiere an Tag zwei nach Depilation dem
Larmstressor ausgesetzt, mit Substanz P oder mit dem Neurokinin-
Rezeptorantagonisten NK-1 behandelt (Abbildung 5). Zu diesem Zeitpunkt befinden
sich die Tiere im frihen Anagen [18, 83], das heil3t in der Phase des Haarzyklus, in der
die pigment-bildende Einheit neu etabliert wird. In dieser Phase konnte ein mdglicher
Stress-Effekt auf die Ausbildung der pigment-bildenden Einheit und die Mobilisierung

melanozytarer Stammzellen untersucht werden (Abbildung 1 a)).

Zur Prufung der Stresswirkung auf die Apoptose der Melanozyten, wurde die gleiche
Behandlung in den Zeitpunkt des Anagen-Katagen-Ubergangs auf die Tage 14 und 15
nach Depilation verschoben (Abbildung 6). In dieser Phase der Entwicklung konnte
bereits gezeigt werden, dass der Stress ein pramatures Katagen induziert [70]. Unsere
Untersuchungen fokussierten auf die Population reifer Melanozyten in der pigment-

bildenden Einheit und deren Apoptoseverhalten und Stress (Abbildung 1 c)).
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Abbildung 5 Versuchsaufbau im friihen Anagen
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Abbildung 6 Versuchsaufbau im Anagen-Katagen-Ubergang

Abbildung 5 und 6: Versuchsaufbau zu den Schliisselphasen der melanozytidren Entwicklung. Die
unter 3.1 beschriebenen Behandlungen mit Stressoren und Substanz P und deren Antagonisierung
wurden nach Anageninduktion durch Depilation (grau unterlegt) durchgefiihrt. Die gruppenspezifische
Behandlung begann am Tag 2 fiir das Anagen (Abbildung 5) bzw. an Tag 14 fir das Katagen (Abbildung
6). Kontroll-Tiere () erhielten keine weiteren Behandlungen, die Stressgruppe () wurde von Tag 2

auf Tag 3 bzw. Tag 14 auf 15 der Larmquelle (rote Blitze) ausgesetzt. Die dritte Gruppe () erhielt an
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Tag 2 bzw. 14 eine einmalige intraperitoneale Injektion von 10 nmol Substanz P (SP, griine Pfeile). Die
letzte Gruppe (gelb) wurde wie die Stressgruppe der Larmquelle ausgesetzt, erhielt aber zusatzlich direkt

vor und nach der Stressexposition jeweils 200 ug eines Substanz P — Rezeptorantagonist (anti-NK1,
gelbe Blockpfeile) intraperitoneal. An Tag 5 flir das Anagen bzw. Tag 16 fir das Katagen nach Depilation
wurden die Tiere getdtet. Dann erfolgte die Entnahme von ca. 10cm? Rickenhaut und die Aufbereitung

des Gewebes wie unter 3.4 beschrieben.

3.4 Gewebeaufbereitung

An Tag funf bzw. 16 nach Depilation wurden die Tiere durch zervikale Dislokation flr
die Immunhistochemie getdtet. Flr die Molekularbiologie erfolgte dies 48 h nach Beginn
der Stressexposition. Die Entnahme der Haut am Rlcken geschah am getoteten Tier.
Es wurde eine geschlossen Schere kurz Uber dem Schwanz inseriert und subkutan
nackenwarts vorgeschoben. Die gespreizte Schere wurde zuriickgezogen, um die Haut
zu lésen. Die so geldste ca. 10 cm? Haut, wurde entnommen und ein Streifen von 1 cm
Breite und 3 cm Lange in Nacken-Schwanz-Langsrichtung, parallel zur Wirbelsaule
prapariert. Der Hautstreifen wurde in Langsrichtung gefaltet und in einem Tropfen OCT
Tissue Tek Einbettmedium (VWR International, Darmstadt, Deutschland) in flissigem
Stickstoff schock gefroren [84] So aufbereitetes Gewebe ist fur Immunhistochemische

und molekularbiologische Untersuchungen gleichermal3en nutzbar.
3.5 Histochemie

Fir die Analyse des Haarzyklusstadiums wurden 8 um dicke Gefrierschnitte angefertigt.
Das Haarzyklusstadium wurde nach bekannten etablierten Methoden flr murines
Gewebe analysiert, hierzu erfolgte der Nachweis der Alkalischen Phosphatase im
Gewebe [18]. Die Schnitte wurden 10 Minuten bei -20°C Aceton-fixiert und 10 Minuten
bei Raumtemperatur mit frischem Neu-Fuchsin-Substrat inkubiert (tief-rote Farbung).
Darauf folgte die Gegenfarbung mit Hamalaun (blaulich-violette Farbung). Dazwischen
wurde mit Tris-gepufferter Salzlésung (TBS) dreimal funf Minuten gewaschen und zur
mikroskopischen Auswertung unter einem Tropfen Kaiser’'s Glyceringelatine mit einem

Deckglaschen bedeckt.
3.6 Immunhistochemie

3.6.1 Immunhistochemische Doppelfarbungen

In Anlehnung an bereits etablierte und veroffentliche Protokolle wurden an 8 um dicke

Gefrierschnitte immunhistochemische Farbungen durchgefihrt [6, 40]. Hierbei wurden
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die Schnitte Ubernacht bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer mit den in
Tabelle 1 gelisteten Antiseren inkubiert. AnschlieBend folgte die Inkubation mit
entsprechenden Sekundarantikérpern in der Verdlinnung 1:200 fur eine Stunde bei
37°C ebenfalls in einer feuchten Kammer. Die Sekundarantikdrper waren entweder
Tetramethylrhodamine-isothiocyanate (TRITC) oder Fluorescein-isothiocyanate (FITC)-
konjugierte F(ab)2 Fragmente aus Ziege oder Esel und richteten sich gegen IgG der
Spezies des Primarantikorpers (TRITC-Ziege-anti-Kaninchen 111-026-045, FITC-Ziege-
anti-Kaninchen  111-095-144 Jackson Immunoresearch, Dianova, Hamburg,
Deutschland). Zwischen den einzelnen Farbeschritten wurden die Schnitte in PBS
(Phosphat-gepufferte Salzlésung) mit pH 7,4 dreimal fiunf Minuten gewaschen. Alle
Sekundarantikdrper wurden im entsprechenden Waschpuffer mit 2% Normalseren der

Ursprungsspezies verdunnt.

Das Signal des Migrationsmarkers c-kit wurde mit einer Tyramidamplifikation verstarkt
(Tyramidamplifikations-Kit, Renaissance TSA Direct (Red) NEN Life Science Products,
Boston, MA, USA). Hierzu wurde bei aceton-fixierten Schnitten zunachst die endogene
Peroxidase sowie unspezifische Avidin- und Biotinbindung geblockt und 30 Minuten mit
TNB-Puffer inkubiert (in Kit enthalten). Es folgte die Ubernachtinkubation mit c-kit-
Anitserum 1:1000 in TNB. Der geeignete biotinilierte Sekundarantikérper (biotiniliertes
Ziege-anti-Ratte IgG gegen IgG (H+L), 112-065-167 144 Jackson Immunoresearch,
Dianova, Hamburg, Deutschland) wurde 1:200 in TNB 30 Minuten inkubiert. Darauf
folgte die Inkubation mit Meerrettichperoxidase (im Kit enthalten) 1:100 in TNB far 30
Minuten. Die Farbung wurde mit TRITC 1:50 in Amplifikationsdiluent (im Kit enthalten)
entwickelt. Zwischen den Farbeschritten wurden die Schnitte in TN (Tris-HCI, NaCl)

Puffer mit pH 7,5 dreimal funf Minuten gewaschen [6].

Die Zellkerne wurden jeweils abschlieRend mit 4,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)
gegengefarbt [93] und die Schnitte unter einem Tropfen Immu-Mount (9990402,

Thermo Scientific, Pittsburgh, Pennsylvania, USA) mit einem Deckglaschen bedeckt.
3.6.2 Verwendete Marker

Zur Darstellung differenzierter pigment-bildende Melanozyten im Anagen wie Katagen
wurden Antikorper gegen Tyrosinase-related Protein-1 (TRP-1) gewahit. Mit diesem
Marker wurden bereits in einer Vielzahl von Untersuchungen reife Melanozyten in den

entsprechenden Haarzyklusstadien markiert [5, 6, 94].
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Zur ldentifizierung wenig differenzierter Melanozyten und melanozytarer Stammzellen
dienten Antikérper gegen Tyrosinase-related Protein-2 (TRP-2 auch dopachrome
Tautomerase (DCT) genannt). Hier ist ebenfalls eine Expression in den Melanozyten
des Anagens, der Wandel der Expression im Verlauf der Haarzyklus [5, 6] sowie die

Expression dieses Proteins durch melanozytare Stammzellen [20, 61] belegt.

Migrationfahige Melanozyten exprimieren den Stammzellenfaktor-Rezeptor c-kit. Dies
wurde zum einem wahrend der Einwanderung in die Haut gezeigt [40] und zum

anderen im frihen Anagen [5, 6] (Abbildung 2).

Tabelle 1: Liste der verwendete Primarantikdrper mit Angabe der zugesetzten
Normalseren (ZNS - Ziegennormalserum), Amplikationsmethoden sowie Detergenzien

zur besseren Passage der Zellmembran:

Antikorper Abkiirzung Charakteristika Verdiinnung generiert Hersteller
gegen mit Zusatz in
Tyrosinase- TRP-1 Polyklonales Antiserum gegen 1:200 Kaninchen  Dr. V. J.
related ein synthetisches Peptid, das 29, ZNS Hearing,
Protein-1 dem carboxyl-Terminus des Bethesda,
murinen brown locus encoded Maryland,
protein (=TRP-1) entspricht. USA
[94]
Tyrosinase- TRP-2 Polyklonales Antiserum gegen 1:200 Kaninchen  Dr. V. J.
related ein synthetisches Peptid, das 29, ZNS Hearing,
Protein-2 dem carboxyl-Terminus des Bethesda,
murinen slaty locus encoded 0,3% Triton Maryland,
o . X100
protein (=TRP-2) entspricht. [6] USA
c-kit c-kit Monoklonaler Antikérper  1:1000 Ratte Pharmingen,
Rezeptor (CD 117) gegen einen transmembranen mit Tyramid- San Diego,
Tyrosinkinase Rezeptor, der I Kalifornien,
amplifikation
von dem dominant spotting USA

locus (CD 117) kodiert wird.
[95]
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3.6.3 Nachweis von Apoptose

Zum Nachweis apoptotischer Zellen wurde die TUNEL-Methode verwandt [96]. TUNEL
steht fur TdT-mediated d-UTP nick end labeling. Gelabelt werden hierbei die freien 3’-
OH-DNA-Enden, die speziell bei Apoptose entstehen. Mit dem APOPDETECT Plus
Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit (APOD7411, Q-Biogene, Harefield, UK)

wurden diese entsprechend den Angaben des Herstellers nachgewiesen.

8 um dicke Gefrierschnitte wurden 10 Minuten bei Raumtemperatur in 10%igem
Formalin fixiert, dreimal finf Minuten in PBS gewaschen und weitere 10 Minuten bei -
20°C in Ethanol/Essigsaure postfixiert. An die freien 3’-OH-DNA-Enden wurden
Digoxigenin-gelabelten  Nukleotiden (Digoxigenin-dUTP) Uber die terminalen
Deoxynucleotidyltransferase (TdT) gekoppelt. Anschlieiend wurde bei Doppelfarbung
mit der immunologischen Methode dieser Teil wie unter 3.6.1 beschreiben durchgeflhrt.
Im nachsten Schritt wurden mit einem grinen fluoreszenz-gelabelten (FICT) anti-
digoxigenin-Antikorper die TUNEL-positive Zellen visualisiert. Eine Negativkontrolle
wurde ohne TdT-Enzym mitgefuhrt. Die Zellkerne wurden ebenso mit 4,6-Diamidino-2-
phenylindol (DAPI) gegengefarbt und die Schnitte unter einem Tropfen Immu-Mount mit

einem Deckglaschen bedeckt.

In alle Untersuchungsgruppen konnten zwischen perfusionsfixiertem und nicht-
perfusionsfixiertem Gewebe keine Unterschiede in der Immunhistochemie oder anderen
angewendeten Farbetechniken festgestellt werden. Somit kénnen alle Tiere einer
Untersuchungsgruppe pro Zeitpunkt zusammenfasst betrachtet. Tabelle 2 zeigt eine

Zusammenfassung Uber alle durchgefuhrten Farbungen.
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Tabelle 2: Ubersicht iiber die durchgefiihrten Firbungen. Angegeben sind alle histochemischen und

immunhistochemischen Einfach- und Doppelfarbungen der verschiedenen Versuchsansatze:

Versuchsansatz
frihes Anagen Anagen-Katagen-Ubergang
Farbung

3.3 3.3
Alkalische Phosphatase:
fir  die  Ermittlung  des X X
Haarzyklusstadiums 3.5
TUNEL und TRP-1:
fir ~ Apoptose  und reife X X
Melanozyten 3.6.1, 3.6.2, 3.6.3
c-kit und TRP-2:
fur Migration und undifferenzierte

X
Melanozyten
3.6.1, 3.6.2,

3.7 Photodokumentation und Statistik

Alle histochemischen Farbungen wurden bei 400-facher VergroRerung an einem Zeiss
Axiophot Licht Mikroskop ausgewertet und mit der Axiocam HRc (Zeiss, Gottingen,
Deutschland) photodokumentiert. Die immunhistochemischen Fluoreszenzfarbungen
wurden ebenfalls bei 400-facher VergroBerung an einem Zeiss Axioplan
Fluorszenzmikroskop (Zeiss, Goéttingen, Deutschland) ausgewertet und mit einer RT
slider Spot Kamera (Diagnostic Instruments, Inc., Sterling Heights, Michigan, USA)

photodokumentiert.

Da bei einer Gruppengroflie von vier bis sechs Tieren pro Gruppe ist nicht von einer
Normalverteilung auszugehen ist, obgleich die zu erwartende Streuung der Daten
aufgrund der Nutzung von Inzuchtstdmmen als gering einzuschatzen ist, werden die
gesammelten Daten statistisch mit den Mann-Whitney-U — Test analysiert. Dieser Test

eignet sich flir unabhangige Gruppen mit nicht-parametrischen Daten ohne
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Normalverteilung. Die Unterschiede wurden als signifikant gewertet, wenn der p-Wert
<0,05 (*) bzw. <0,001 (**) war.

3.8 RNA Préparation fiir Microarray Analysen

Zur Untersuchung der an der Stressreaktion in der Haut beteiligten Signalwege, wurde
aus der Ruckenhaut von jeweils drei Mausen aus Kontroll- und Stressgruppe RNA

isoliert.
3.8.1 RNA Isolation

Die Haut wurde wie oben beschrieben direkt nach der Entnahme in flissigem Stickstoff
tief gefroren. Aus ca. 200 mg Gewebe wurde mit einen Phenol/Chloroform Protokoll die
gesamte zellulare RNA isoliert. Hierzu wurden von dem gefrorenen Gewebe 20 um
dicke Schnitte angefertigt. In dem so zerkleinerten Gewebe wurde mit 1 ml Trizol (Trizol
Reagent, 15596-026, Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA) die RNA erschlossen. Die
Phasenseparation erfolgte nach Zusatz von 0,2 ml Chloroform durch 2-minltige
Inkubation bei Raumtemperatur und 15-minuatiger Zentrifugation in einer vorgekuihlten
(4°C) Zentrifuge bei 10.000 rpm. Die wassrige, die RNA-enthaltende Phase wurde
abgenommen und zu gleichen Teilen mit 70% Ethanol versetzt. Das Gemisch wurde
anschlieBend durch Zentrifugation (eine Minute bei 10.000 rpm) auf eine Saule

ubertragen.

FUr die Saulenaufreinigung wurden RNeasy Saulen inklusive DNA Verdau (RNeasy
Mini Kit, 74104; Qiagen, Valencia, Kalifornien, USA) nach Angaben des Herstellers
verwandt. Nach einem Waschschritt erfolgte der DNA-Verdau auf der Saule (RNase-
Free DNase Set, 79254; Qiagen, Valencia, Kalifornien, USA) fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Nach funf weiteren Waschschritten (350-500ul) mit im Kit enthaltenen
Pufferlésungen, gefolgt von einmindtiger Zentrifugation bei 10.000 rpm, wurde die so
aufgereinigte RNA mit 40 yl RNase-freiem Wasser 5 Minuten auf Eis eluiert und eine
Minuten bei 15.000 rpm zentrifugiert. Das Eluat wurde erneut auf die Saule gegeben

und nochmals zentrifugiert.

Die  Qualitatskontrolle  erfolgte  spektrophotometrisch  (SmartSpec™ 3000

Spectrophotometer, BioRad, Hempstead, Grol3britannien).
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3.8.2 Amplifikation, Labeling und Hybridisierung

Die Isolate von drei Mausen wurden gepoolt und 90 ng RNA fir zwei Runde einer RNA-
Amplifikation mit RiboAmp RNA Amplification Kit (KIT0201, Arcturus, Sunnyvale,
Kalifornien, USA) genutzt. AnschlieBend wurde biotin-gelablete antisenseRNA
hergestellt unter Verwendung des BioArray HighYield RNA Transcript Labeling Kit
(42655-10, ENZO Diagnostics, Farmingdale, New York, USA). 10 ug gelabelte
antisenseRNA wurde mit dem Mouse Genome 430A 2.0 (900498, Affymetrix, Santa
Clara, Kalifornien, USA) hybridisiert. Dieser Genchip enthalt ca. 14.000 grindlich
annotierte Vertreter des Mausgenoms, welche von ca. 22.600 probe setSgiossar
reprasentiert werden. Die Hybridisierung wurde von der Microarray Core Facility der
Universitat Boston (Boston University School of Medicine, Department of Genetics &
Genomics, Microarray Resource, 715 Albany St. Boston, Massachusetts 02118, USA)
gemaf Affymetrix Standard Protokollen durchgefihrt.

3.9 Microarray Auswertung

3.9.1 Analyse der Microarray Daten

Die Rohdaten wurden mit Affymetrix® Microarray Suite (MAS) 5.0 und Operating
Software GCOS 1.4 normalisiert und quantifiziert. Differentiell exprimierte Gene
mussten in mindestens einer Untersuchungsgruppe exprimiert sein, d. h. die Bedingung
einer minimalen Signalintensitat von 300 aufweisen, einen positiven present callgiossar
besitzen (Affymetrixmethode in der die spezifischen Bindung Uber 11 so genannte
perfect match und 11 mismatch Sonden untersucht wird) und der Unterschied in der
Expression mindestens dem Zweifachen entsprechen. D.h. ein Gen wurde als
differentiell exprimiert angesehen, wenn es mindestens doppelt so hoch reguliert war,

wie in der Kontrolle, oder aber in seiner Expression halbiert, also runterreguliert wurde.
3.9.2 Annotation

Die Annotation der Gene weist den Gensonden des Mouse Genome 430A 2.0 Chips
die bis dato zu ihnen bekannten Informationen zu. Sie umfasst zum Beispiel ein
international einheitliches Gensymbol, den ausfuhrlichen Gennamen, die Entrez Gene
IDGiossar Nummer (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez), sowie die chromosomale
Lokalisation, beteiligte Signalwege und die Gene Ontology Terminologie bezuglich
biologischer Prozesse, molekularer Funktion und zellularen Kompartiment. In dieser

Arbeit erfolgte sie mit dem web-basierten NetAFFXgiossar analysis center
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(http://www.affymetrix.com/analysis/index.affx). Diese Datenbank ist speziell auf die von

Affymetrix verwendeten Gensonden ausgerichtet und wird in ca. zehnminltigen

Abstanden aktualisiert.

Auf den Chips sind auch Gensonden vertreten, die in ihrer Funktion bisher unbekannte
sind. Fur sie existieren nur wenige oder keine Annotationen. Das heif3t nicht alle Gene
eines Chips sind annotiert. Der in dieser Arbeit verwandte Mouse Genome 430A 2.0
Chip enthalt ca. 14.000 gut erforschten Gene.

3.9.3 Pigmentierungs-relevante Gene

Offentlich zugangliche Annotationen wie die von NetAFFX oder Entrez Gene beinhalten
vor allem sehr gut und seit langem erforschte Gene und die ihnen zugeordneten
Proteine mit deren biologischen Funktionen. Bezuglich der Melanogenese und der
Melanozytenbiologie werden hier leider den neuren autokrin und parakrin, sowie lokal
und systemisch wirkenden Faktoren wenig Beachtung geschenkt. Die
melanozytenspezifischen Annotationen gehen haufig nicht Uber tradiertes Wissen
hinaus. Zu diesen neueren Faktoren gehodren beispielsweise Wachstumsfaktoren,
Zytokine und deren Rezeptoren oder Apoptoseinhibitoren. Um eine moglichst
vollstandige und aktuelle Abfrage aller Faktoren in dem entstandenen Array
durchzufihren, wurde eine separate Liste auf Basis der uber pubmed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) erhaltlich Literatur unter Nutzung der
Schlagworte melanocyte, melanogenesis, pigmentation, autocrin, paracrin, receptor,

cytokine, growth factor, apoptosis, proliferation, differentiation und gene erstellt.

Diese Liste enthalt 251 melanozyten- und pigmentierungsrelevanter Gene. Von diesen
sind 222 auf dem Chip von 377 verschiedene probe sets reprasentiert. Dieser
Unterschied kommt dadurch zustande, dass ein Gen von mehreren unterschiedlichen

probe sets reprasentiert werden kann.
3.9.4 Pathway Analyse

Um nach Signalwegen zu suchen, die durch die Stressbehandlung beeinflusst werden,
wurde die Anreicherung differentiell exprimierter Gene in bereits bekannte Signalwege
untersucht. Hierzu wurden diese Gene mit Hilfe von DAVIDgossar Bioinformatics
Resources (National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID), NIH,

http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp) analysiert und das so genannte pathway

enrichmentgiossar Mit dem modifizierten Fisher's exact test (EASE) analysiert [97, 98].
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Eine solche Analyse dient der Identifikation der durch den Stress mdglicherweise
veranderten biochemischen und metabolischen Prozesse, die der Betrachtung der

bloRen Kumulation hoch- und runterregulierter Gene verschlossen bleiben.

In dieser Arbeit wurde eine differentielle Mindestexpression der Gene um das
Zweifache gewanhlt. Alle differentiell exprimierten Gene die hoch- oder runterreguliert
waren, wurden in die Online-Abfrage eingeschlossen, da fur die Aktivitat eines
Signalweges verschieden Elemente, sprich Gene und ihre Produkte unterschiedlich

reguliert sein kbnnen oder mussen.
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4 Ergebnisse

4.1 Stress und Melanozyten wéahrend der Etablierung der pigment-
bildenden Einheit

Gesteigerte Melanozytenzahl in der Nische der Vorlauferzellen unter Stress und

Substanz P im friihen Anagen

Unter Verwendung von TRP-1 in Kombination mit dem Apoptosenachweis TUNEL
ergab die vergleichende Betrachtung, dass die Zahl der apoptotischen nicht-
melanozytaren Zellen in der pigment-bildenden Einheit des Haarfollikelbulbus’ im frihen
Anagen unter dem Einfluss von Stress und Substanz P (SP) ansteigt (p=0,063 bzw.
p=0,016). Diese ftrifft fur die Melanozyten in der SP-Gruppe ebenfalls zu (p=0,063),
bleibt in den anderen Versuchsgruppen jedoch nicht signifikant (Abbildung 7, Abbildung
8, Abbildung 9). Dieser Stress-Effekt ist in der mit anti-NK1-Antikdrpern behandelten
Gruppe nicht zu beobachten. Dabei bleibt die Gesamtzahl der nicht-apoptotischen
Melanozyten nahezu konstant, lediglich in der anti-NK1-Gruppe sind weniger
Melanozyten vorhanden. Die apoptotischen Ereignisse beeinflussen also nicht die
absolute Melanozytenzahl, die Blockade der SP-Signaltransduktion jedoch reduziert die

absolute Zahl.
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Abbildung 7: Apoptotische nicht-melanozytire Zellen in Haarfollikelbulben des frithen Anagens.
Die Graphen zeigen den prozentualen Anteil an Haarfollikeln die apoptotische Zellen enthalten. In Follikel
der Kontrollgruppe gab es keine apoptotischen Zellen. In der Stress- und SP-Gruppe waren in 18% bzw.
58% der Haarfollikel apoptotische nicht-melanozytare Zellen zu finden. In der SP-Gruppe ist dieser
Anstieg signifikant (p=0.016) Der p-Wert fiir die Stressgruppe liegt mit 0,63 nur knapp Uber der
Signifikanzgrenze. (Mann-Whitney-U-Test fiir unabhangige Gruppen: p<0,05 = %)
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Abbildung 8: Melanozyten in Haarfollikelbulben des friihen Anagens. Die Graphen zeigen den
prozentualen Anteil an Haarfollikeln die Melanozyten beherbergen. Die durchschnittiche Anzahl der
Melanozyten pro Follikel unterscheiden sich zwischen den Gruppe nicht signifikant. Auffallig ist allerdings
das auftreten apoptotischer Melanozyten in der mit SP behandelten Gruppe (p=0,063) (Mann-Whitney-U-
Test fir unabhangige Gruppen). .
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Abbildung 9: Haarfollikelbulben des friihen Anagens mit vitalen und apoptotischen Melanozyten.
Die Abbildung zeigt Immunfluoreszenzfarbungen muriner Haarbulben der verschiedenen
Untersuchungsgruppen. Blau (DAPI) farbt die Zellkerne aller Zellen. Die rote Fluoreszenz markiert
Melanosomen, die pigment-bildenden Organellen den Melanozyten. Ein Zellkern umgeben von roter
Fluoreszenz definiert damit einen Melanozyten. In grin ist der Apoptosenachweis dargestellt. Hier
werden DNA-Bruchstellen griin angefarbt. Grine Punkte in einem Zellkern markieren somit eine
apoptotische Zelle. In der Matrix (M) befindet sich die pigment-bildende Einheit in der Melanozyten (Mel)
und Keratinozyten (K) eine funktionelle Einheit zur Haarschaft- und Pigmentproduktion bilden. Zu sehen
sind in dieser Region Melanozyten (Pfeile) und Keratinozyten (Pfeilkdpfe). In Haarfollikeln der SP-Gruppe
sind apoptotische Keratinozyten und Melanozyten zu sehen. Die Apoptose beider Zellarten war in diese
Gruppe erhéht (p=0,016 Keratinozyten und p=0,063 Melanozyten). Abkiirzungen: AWS - &uRere
Wurzelscheide; IWS - innere Wurzelscheide; HS - Haarschaft; DP - dermale Papille; AL - Auber' sche
Linie; M - Matrix; Mel - Melanozyt; aMel - apoptotischer Melanozyt; K - Keratinozyt; aK - apoptotischer

Keratinozyt.

Mit der Doppelmarkierung von wenig differenzierte Melanozyten mit TRP-2 und dem
Migrationsmarker c-kit, wurde daraufhin die auReren Wurzelscheide der Haarfollikel auf
Melanozyten untersucht, die mutmallich aus der Stammzellregion in der Isthmus- und
Waulstregion stammen (Abbildung 2) . Hier zeigte sich, dass die Anzahl der nicht-
melanozytaren c-kit-positiven Zellen in dieser Region durch die verschiedenen
Behandlungen unbeeinflusst bleibt (Abbildung 10). Bei den Melanozyten hingegen
fanden sich in der Stress- und SP-Gruppe signifikant mehr Zellen, die flr den
Migrationsmarker c-kit-positiv waren (c-kit+) (p=0,016 Stress; p=0,016 SP) (Abbildung
10, Abbildung 11). In der anti-NK1-Gruppe ist dieser Anstieg nicht in diesem Ausmal} zu
beobachten (p=0,343), er erscheint allerdings durch die Rezeptorblockade nicht
vollstandig inhibiert zu werden. Melanozyten die c-kit negativ waren, waren praktisch

nicht vorhanden.
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Abbildung 10: C-kit-positive nicht-melanozytare Zellen und c-kit-positive/TRP2-positive
Melanozyten in der auBeren Wurzelscheide von Haarfollikeln im friihen Anagen. Die Graphen
zeigen die Zellzahl in Prozent in Relation zur Kontrolle (100%). Die Anzahl der c-kit-positiven nicht-
melanozytaren Zellen, in der auReren Wurzelscheide zwischen Isthmus- und Wulstregion und Bulbus, bei
denen es sich Uberwiegend um Keratinozyten handelt, bleibt im Rahmen einiger Schwankungen nahezu
konstant. Bei den c-kit-positiven/TRP2-positiven Melanozyten hingegen finden sich in der Stress- und SP-
Gruppe signifikant mehr Melanozyten als in der Kontrolle (p=0,016 Stress; p=0,016 SP). In der anti-NK1-
Gruppe ist dieser Effekt nicht in diesem MalRe zu beobachten. (Mann-Whitney-U-Test flr unabhangige
Gruppen: p<0,05 = x).
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Verbindung

Kontrolle

Abbildung 11: Die &auBere Wurzelscheide zwischen Isthmus- und Wulstregion und
Haarfollikelbulbus im frithen Anagen. Die Abbildung zeigt Immunfluoreszenzfarbungen muriner
Haarfollikel der verschiedenen Untersuchungsgruppen. Blau (DAPI) farbt die Zellkerne aller Zellen. In

diesem Fall markiert die griine Fluoreszenz Melanosomen, die pigment-bildenden Organellen den
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Melanozyten. Ein Zellkern umgeben von griner Fluoreszenz definiert damit einen Melanozyten. In rot ist
der Migrationsmarker c-kit dargestellt. Hierbei handelt es sich um einen Rezeptor der auf der
Zellmembran angefarbt wird. Ein von roter Fluoreszenz umgebener Zellkern markiert somit eine
migrierende Zelle. Melanozyten sind in dieser Region mit Pfeilen markiert. In Haarfollikeln der Stress- und
SP-Gruppe sind deutlich mehr doppelt positive Zellen (c-kit positive Melanozyten) zu erkennen (p=0,016
Stress; p=0,016 SP). Abkiirzungen: AWS - duRere Wurzelscheide; HS — Haarschaft; MAP — Musculus

arrector pili; uMel — undifferenzierter Melanozyt.

Um zu prifen, ob die beobachten Veranderungen in der Zahl der Zellen auf einen
veranderten Haarzyklus unter Stress in der frihen Wachstumsphase zurtickzufuhren
ist, wurde eine Haarzyklusanalyse durchgefiihrt. Diese ergab, dass nur die anti-NK1-

Gruppe signifikant im Haarzyklus zurickbleibt (p=0,016) (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Visualisierung und Differenzierung der Haarzyklusstadien mittels Farbung der
alkalischen Phosphatase von Haarfollikelbulben im frithen Anagen. Die Abbildung zeigt zur
lllustration der statistischen Ergebnisse exemplarisch Haarfollikelbulben jeder Untersuchungsgruppen.

Anagen llla zeichnet sich durch beginnende Pigmentbildung aus, wohingegen im Anagen llIb diese
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bereits deutlich und kappenartig ist. Im Anagen llic ist die Haarschaftproduktion schon fortgeschritten, der
Haarschaft befindet sich noch unterhalb der Talgdrisenmiindung (nicht im Bild) [18]. Die Follikel der anti-
NK1-Gruppe bleiben in der Haarzyklus-Progression zurtick. Die Graphen zeigen den mittleren Haarzyklus
der Haarfollikel der jeweiligen Untersuchungsgruppen. Die meisten Haarfollikel aller Gruppen befanden
sich im Anagen 3b. Nur in der anti-NK1-Gruppe ist der Haarzyklus verzdgert (p=0,016) (Mann-Whitney-U-
Test fiir unabhangige Gruppen: p<0,05 = ). Abkiirzungen: AWS - duRere Wurzelscheide; IWS - innere
Wurzelscheide; DP — dermale Papille; PE- pigment-bildende Einheit.

4.2 Stress und Melanozyten am Ubergang zur Haarfollikelregression

Vermehrte Melanozytenapoptose unter Stress und Substanz P in der pigment-

bildenden Einheit im Anagen-Katagen-Ubergang

Im Ubergang vom Anagen (Proliferationsphase) zum Katagen (Repressionsphase) des
Haarfollikels fallen ausdifferenzierten Melanozyten der Apoptose zum Opfer. In der
Vergangenheit konnten wir beobachten, dass Stress den Ubergang aus dem Anagen in
das Katagen beschleunigt und dieser Vorgang mit einem vermehrten Absterben von
Zellen im Haarfollikelepithel einhergeht. Um einen mdglichen Einfluss von Stress und
SP auf Melanozytenapoptose im etablierten Haarfollikel zu untersuchen wurden hier
Melanozyten wiederum mit TRP-1 markiert und die Zellkerne mit der TUNEL-Methode
auf Apoptose untersucht. Es zeigte sich, dass die Apoptose unter den Melanozyten in
der Stress- und SP-Gruppe deutlich erhoht ist, hingegen nicht in der anti-NK1-Gruppe
(Abbildung 13, Abbildung 14). Jedoch sind diese Unterschiede in der Zellzahl nicht
signifikant (p=0,146 Stress; p=0,101 SP; p=0,279 anti-NK1). Diese apoptotischen
Melanozyten befinden sich oberhalb der pigment-bildenden Einheit am Ubergang zum
Haarschaft. Es erscheint so, als ob sich die abgestorbenen Melanozyten aus der
pigment-bildenden Einheit I6sen und spater mit den ausdifferenzierenden Keratinozyten

uber den Haarschaft ausgeschieden werden.
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Abbildung 13: Apoptotische Melanozyten in Haarfollikelbulben zum Anagen-Katagen-Ubergangs.
Die Graphen zeigen den prozentualen Anteil an Haarfollikeln die apoptotische Melanozyten beherbergen.
In der Stress- und SP-Gruppe fanden sich mehr als doppelt so viele Haarfollikel mit apoptotischen
Melanozyten (Mann-Whitney-U-Test fiir unabhangige Gruppen: p=0,146 Stress; p=0,101 SP; p=0,279
anti-NK1).
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Abbildung 14: Apoptotische Melanozyten zum Zeitpunkt des Anagen-Katagen-Ubergangs. Die
Abbildungen  zeigen Immunfluoreszenzfarbungen muriner Haarbulben der verschiedenen
Untersuchungsgruppen. Blau (DAPI) farbt die Zellkerne aller Zellen. Die rote Fluoreszenz markiert
Melanosomen, die pigment-bildenden Organellen den Melanozyten. Ein Zellkern umgeben von roter
Fluoreszenz definiert damit einen Melanozyten. In griin ist der Apoptosenachweis dargestellt. Hier
werden DNA-Bruchstellen griin angefarbt. Grine Punkte in einem Zellkern markieren somit eine
apoptotische Zelle. Zu diesem Zeitpunkt im Haarzyklus erlischt die Pigmentbildung und die Melanozyten
der pigment-bildende Einheit gehen in die Apoptose. Melanozyten sind mit Pfeilen und Keratinozyten mit
Pfeilkdopfen gekennzeichnet. In Haarfollikeln der Stress- und SP-Gruppe sind mehr apoptotische
Melanozyten zu sehen als in der Kontrolle oder in der anti-NK1-Gruppe (p=0,146 Stress; p=0,101 SP;
p=0,279 anti-NK1). Abkirzungen: AWS - duRere Wurzelscheide; IWS - innere Wurzelscheide; HS -
Haarschaft; DP - dermale Papille; AL - Auber sche Linie; M - Matrix; Mel - Melanozyt; aMel -

apoptotischer Melanozyt; K - Keratinozyt; aK - apoptotischer Keratinozyt.
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4.3 Stress-bedingte Veranderungen auf Transkriptionsebene

4.3.1 Melanozyten-relevante Gene werden reguliert

Von den 14.000 Genen auf dem Mouse Genome 430A 2.0 Chip waren durch die 24-
stindige Stressbehandlung 3098 Gensignale, so genannte probe setsgiessar bestehend
aus 25 Nukleotiden, in der definierten Weise (Signalintensitat mindestens 300, present
callsiossar In einer der Gruppen) detektiert. Davon waren 415 probe sets mindestens
zweifach schwacher exprimiert als die entsprechenden probe sets der Kontrolle und
sind damit runterreguliert. 267 probe sets sind doppelt so stark exprimiert wie die der
Kontrolle und sind damit hochreguliert. Von diesen waren 369 bzw. 224 probe sets
eindeutig einem Gen zuzuordnen. Das bedeutet, dass alle probe sets die potenziell
kreuzreagible mit anderem Genen oder solche die nur mit funktionellen Sequenzen von
Genen reagieren aus der Analyse ausgeschlossen wurden. Somit wurden nur probe
sets in die Analyse eingeschlossen, die eindeutig einem Gen zugeordnet werden

konnten.

Unter den 369 runterreguliert und 224 hochregulierten Genen des Vollhautisolats
fanden sich neun Vertreter der melanozyten- und pigmentierungsrelevanten Genliste
(3.9.3). Hier finden sich Gene die fur die Proliferation (Dpep1), die Migration (Ednrb,
Dpep1), die Melanogenese (Ap3d1, Ltb4dh, Tyrp1), das Uberleben (Sod3, Birc2) die

Apoptose (Tgfb2) und die Seneszenz (Glb1) von Melanozyten von Bedeutung sind.

Das folgende Szenario soll die mogliche Bedeutung und Funktion der einzelnen Gene
zueinander in Beziehung setzen. Tabelle 3 fasst die Regulierung und bisher bekannte

pigmentierungs-relevante Funktionen zusammen.

Im ruhenden Telogenmilieu kénnte die Hochregulierung von Dpep1, Endrb, Ap3d1 und
Sod3 die Population der neuen ausdifferenzierenden melanozytaren Vorstufen
widerspiegeln. Diese sind vermehrt nach Stressexposition zu finden (4.1). lhre
Proliferation und Migration wirden durch vermehrte Expression von Dpep1 bzw. Ednrb
positiv beeinflusst. Die Hochregulierung von Ap3d1 erganzte den melanozytaren
Reifungsprozess. Es ist fur die regelrechte Ausstattung der Melanosomen mit den fur
die Melanogenese essentiellen Enzym Tyrosinase zustandig (1.3). Sod3 konnte im
Tierversuch UVA-induziertes Haarergrauen verhindern. Es wirkt so den Schaden durch

UVA-induzierten oxidativen Stress entgegen [57, 99].
Auf der anderen Seite zeugte eine Erhdhung der GIlb1 von stattgehabten
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Alterungsprozessen. Glb1 ist in alternden Melanozyten vermehrt exprimiert [100, 101].
Ein erhdhtes TGFb2 wirkt sich gegebenenfalls negativ auf das Uberleben der
Melanozyten aus [102, 103]. Seneszente oder sterbende Melanozyten wiederum
exprimierten dann vielleicht auch weniger an melanogenetischen Enzymen wie Tyrp1

und in reduziertem Malke Apoptoseinhibitoren wie Birc2 [104].

Zusatzlich scheint das ,gestresste® veranderte Milieu den Melanozyten auch parakrine
und tyrosinase-supportive Faktoren wie Leukotrien B4 zu entziehen, wenn dessen

Synthese durch Runterregulierung von Ltb4dh abnimmt [105, 106].

Von in der Immunhistologie verwendeten Epitopen (Tabelle 1) findet sich lediglich das
Tyrosinase-related Protein-1 (auch TRP-1 oder Tyrp1) unter den regulierten probe sets.
Dies kann auf die im Vergleich zur Gesamtzellzahl der Haut geringe Anzahl der
Melanozyten zurlckzufiuhren sein. Dadurch werden auch im Verhaltnis weniger
melanozytenspezifischer Epitope erfasst, da ihr Signal vermutlich stark verdinnt wird.

Umso erstaunlicher, dass Tyrp1 hier reguliert erscheint.
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Tabelle 3 Liste der melanozyten- und pigmentierungsrelevanter Gene, die durch eine 24-stiindige
Stressbehandlung in Telogenhaut reguliert wurden. Jedes Gen wird international mit einem Symbol
abgekirzt und ist in der Datenbank des National Institutes of Health der USA (iber PubMed) mit einer

Nummer (Entrez ID) katalogisiert. Der Fold Change (FC) gibt das Vielfache der differenziellen Expression

an. Der FC betragt mindestens zwei. (17 -hoch- bzw. { -runterreguliert)

Gen-
Genname Entrez ID FC Biologische Bedeutung fiir Melanozyten
symbol
Dieses Protein sorgt flir den regelrechten
adaptor-related Transport der Tyrosinase in die Melanosomen
Ap3d1 protein complex 11776 3,049 und ist somit unerlasslich zur Melanogenese
3, delta 1 subunit [107]. Mutation im Ap3d1-Gen fihren zu
Pigmentverlust in Haar und Auge [108].
superoxide Tiere deren Haut mit Superoxiddismutase
Sod3 dismutase 3, 20657 2,445 behandelt wurde, ergrauten nicht unter den
extracellular Einfluss von UVA-Strahlung [109].
Der Endothelin B-Rezeptor ist von
herausragender Bedeutung fir das Auswandern
der Melanoblasten aus der Neuralleiste in die
endothelin
Ednrb 13618 2,165 Haut. Bei genetischen Defekten kommt es z.B.
receptor type B
bei Morbus  Hirschsprung, neben der
ausbleibenden  Formation des enteralen
Nervenplexus zu Pigmentstérungen [110, 111].
Eine erhdhte Aktivitdt der beta-Galaktosidase ist
Galactosidase, ein Marker flir Seneszenz [101]. Diese konnte in
Glb1 12091 2,132
beta 1 ausdifferenzierten, damit seneszenten
Melanozyten nachgewiesen werden [100, 112].
TGF- und im Speziellen auch TGF-$2 hemmt
transforming
das Wachstum von Melanozyten [103] [102].
Tgfb2 growth factor, 21808 2,053
Darlber hinaus ist TGF-p als Katageninduktor
beta 2
bekannt [113, 114].
Die Dipeptidasen sind an der Synthese und
dipeptidase 1 ; i
Dpep1 pep 13479 2,028 Umwandlung  der  Leukotriene  beteiligt,
(renal) besonders Leukotrien D4 [115]. Die Leukotriene

C4 und D4 beeinflussen das Migrationsverhalten
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[116] und die Zellteilung [106] von Melanozyten

positiv.

leukotriene B4 12-

Dieses Enzym dient der Synthese des

Leukotrien B4. Leukotrien B4 kann den Anteil an

Ltb4dh  hydroxy- 67103 2,141 &  Tyrosinase in Melanozyten erhéhen [105] und
dehydrogenase beeinflusst o) moglicherweise die
Pigmentierung.
Das Tyrosinase-related protein 1 unterstitzt die
tyrosinase-related Funktionen der Tyrosinase in der Melanogenese
Tyrp1 22178 2,072 &
protein 1 und katalysiert einige Reaktionsschritte selbst
(Abbildung 3) [45].
baculoviral IAP Das Enzym Birc2 (c-IAP-1) ist ein
Birc2 repeat-containing 11797 2,043 I  Apoptoseinhibitor der von Melanozyten stark

2

exprimiert wird [104].
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4.3.2 Pathways unter Stress

Die 369 runterregulierten und 224 hochregulierten Gene (insgesamt 593 probe sets)
wurden geschlossen der Online-Pathway-Analyse mittels DAVIDgiossar zugefuhrt. Die
Datenbank offeriert mehrere Quelle zur Visualisierung der Signalwege. Fur diese Arbeit
wurde die Pathway maps von KEGG, BIOCARTAGssar- Tabelle 4 zeigt sie in der
Ubersicht.

In diesen Pathways finden sich Hinweise auf eine immunologische Beteiligung
zellularer Komponenten, den Makrophagen, namlich Pertussis toxin-insensitive CCR5
Signaling in Macrophage und METS affect on Macrophage Differentiation, die mit
bereits bekannten Ergebnissen der Stressforschung vereinbar sind [70, 74, 75]. Ebenso
passend erscheint die Beteiligung des Biosynthesis of steroids Pathways unter Stress,
da der Haarfollikel Quelle und Zielorgan fur alle hormonellen Elemente der Stressachse
ist und Cortisol produziert [23, 26, 117].

Olfactory transduction scheint ein neuronaler Pathway aus dem extrakutanen
Sensorium zu sein. Neuronale Signale spielen auch in der Stressreaktion der Haut eine
Rolle beispielsweise Uber den Wachstumsfaktor Nerve Growth Factor (NGF) [118].
Dieser Pathway kénnte neue Erkenntnisse Uber die komplexen Mechanismen der

neurogen Entzindung liefern.

Hinweise auf parakrine Regulatoren liefern die Pathways Adipocytokine signaling
pathway und Linoleic acid metabolism. Adipozytokine, werden Zytokine genannt, die
von Fettzellen ausgeschuttet werden. Sie sind Gegenstand neurer inflammatorischer
Forschung [119, 120]. Zu diesen Adipozytokinen gehdren zum Beispiel Interleukin-6
und Tumornekrosefaktor-a. Beide inhibieren das Wachstum und die Proliferation von
Melanozyten [121, 122]. Die Linolsaure (Linoleic acid) gehért zu den mehrfach
ungesattigten essentiellen Fettsauren. Sie ist Bestandteil der Zellmembran und ist eine
Vorstufe der Arachidonsaure, die ihrerseits den Ausgangsstoff fur eine Vielzahl von pro-
inflammatorischen Eicosanioden wie den Prostaglandinen und Leukotrienen darstellt
[123]. Von Leukotrien D4 ist eine positive Wirkung auf die Proliferation von Melanozyten
bekannt [106]. Dieses Ergebnis geht mit der Regulation von leukotriene B4 12-hydroxy-

dehydrogenase einher.

52



1ESSO|9)

‘[2Z1] Jep auaLyoyna sun aulpue|be}sold aIM ualolenpowunwiwi
Jayolaljyez o)sbuebsn wo ‘ainesuopiyoel wisijoqgejai
) ¢ z S 6600 co,w,.m 1y 303 \4 p esuopiyoely L6G00NWW ljoqej
INISIO/ SIP }[|8}S PUN UBUBIQWALW|[SZ UOA |I8}pue)sag 1Sl aIS proe alsjoui

‘ainesne4 o||enussss 8)bniesabun yoeuysw aule 1Sl ainesjoul

logl ‘621 ‘ezl yuuexaq webuel }1es is! s|@yi||ojIeH UBUBWNY

- Z Z ¥ 8/0°0 SOP PUBQIBA|[®Z Ul BIMOS ‘UdJAZOUBIS|\ pun uaise|qoiqi4 yoinp 00L00NWW mb»oahm
uoNPOId BuelnNy aly| ‘asyoessal}S Jop ajuawa|g puls aplosls J0 siseyjussold
Tyz 12l
. Bunpunziug ususboinau JBuUId NZ SSBJIS JBJUN S8 JWWOY IneH Jap Aemyjed buieubis
(b ¢ v L £.00 ul yony ‘usyiaibuie pomueunww| dIp Ul pun uapJam uaiznpoid 0ceyonu aunjoyfoodipy
‘usjAzodipy ‘u9jozyd4 UOA BIp aupjoyAz puls aupodipy
I9z1] 1 6 uonenuaiagig
) z z v 100 gzL] Jepim Buniaizuaiayig 84yl pun uaj|@zunwiw| P obeydasoBp
UOA llayuasamuy alp yois )ebaids Bamjeubis wasalp ul yony
uo josye si13an
‘uld@s Nz WalinbaJ ssal}g Jajun jneH uauLnw Jap Ul yone uauiayos .
- ¥ - ¥ €90'0 Ssobomjeubls usueiNyeNXd UDIJYOISUSYO Sauld  ‘uolnpsueld] o, yonww .bohomho
USJBUOINBU  UBYDSHOPEBHO JOp  Sjuswa|g  SuapaIydsIan
‘[g2] ssaag Jayun Bunpunziug abeydo.oeyy
. usuejuny usauaboinau Jap |ewdslN uld 1Sl uabeydonjepy A — ul buieubis
) € r v W00 yon uonenuu|] asenyjijoyuad aiq -usbeydoussey uoa Bunusiapy EMUIELGI0D W GYDD dnljIsussul
Jap ul 9jj0y abnyoim auid jaids Joydezay-supnjowayd gHOD J1eQ -uixoj sIssnjioed
(uainbau
-4/~ uonep)
sjes aqosd ¢ lyez
so__u%ﬂwﬁw%h JWES8D 4 1am-d JejusWwWoY ai Aemyjed Bomjeubig
TTEETIETS)
auan

(panbasssyuny- 4} "Mzq -yooy- ) “esso9q) femyjed auabie auie (V1 HVYOO0Ig 418po H9HIY) 8j1ond yoeu af ey bamjeubig tapar
‘azjesuesuonelaidiaiu] a)sie WaLal Jejuswwoy Jaq 1bueps Buninapag anau auis asiamiaydiibow Jaiy pun isi 16111889 uassazold uaueiny ue yone bBamjeubig
Jasalp ssep ‘ualnapaq uuey ‘sabamjeubis usuelnyel}xa "g'z sauld usuacs) UoA Buniayolaiuy aip 'y g ‘ge siesjsgng saule uajiaxyyolbowsuonenbay Jap j1e3yonig
usui® Jnu Byney uapjiq abamjeubis usujpzuid a1q }duptoabnz usbameubis usjuuexaq siialaq asAjeuy-Aemuyied Jasaip 18q usaplam suac) uaualnbal aig

‘uapJdnm uainbai Jneyuaboja] ul Bunjpueyaqssang abipunis-yz auld yainp alp ‘obamjeubig 9)I8IA|O0AUI JIOMIURSSDI}S 3P ul JaydijBow a)si ¢ 9jj1age L

53



5 Diskussion

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Stress-Exposition das biologische
Verhalten von Melanozyten im Haarfollikel maRgeblich beeinflusst und nahe legt, dass
es unter Stress zu einem erhdhten Turn-Over von Melanozyten im Haarfollikel kommt.

Im Einzelnen wir diese Vermutung durch die folgenden Ergebnisse gestitzt:

Differenzierte Melanozyten sterben im frihen Anagen unter dem Einfluss von Stress ab,
wahrend Zellen der Vorlauferregion vermehrt aktiviert werden. Hierbei kommt es nicht
zu einer vorzeitigen Progression des Haarzyklus, er bleibt von der akuten
Stressapplikation unbeeinflusst. Im Anagen-Katagen-Ubergang gehen unter
Stresseinwirkung ebenfalls vermehrt Melanozyten in die Apoptose. Diese Effekte sind
durch Substanz P reproduzierbar, jedoch durch Blockierung des NK-1 Rezeptors nicht
vollstandig zu verhindern. Apoptotische Melanozyten gehen dem Gesamtpool der
melanozytaren Zellen verloren. Auf Transkriptionsebene lassen sich im proliferations-
und apoptosearmen Telogenstadium durch Stressexposition melanozytenrelevante
Gene, die reife und undifferenzierte Melanozyten reprasentieren, induzieren. Die durch
Stress induzierten Signalwege scheinen Uberwiegend Teilbereiche einer kutanen
Entzindung unter der Beteilung von Adipozyten wiederzuspiegeln. Diese
inflammatorischen Prozesse schaffen einerseits ein Melanozyten-feindliches Milieu
durch Generation zusatzlichen oxidativen Stress’, andererseits wirken einzelne Zytokine

direkt anti-proliferativ auf die Melanozyten.

Im frihen Anagen etabliert sich aus proliferierenden Keratinozyten und Melanozyten die
pigment-bildenden Einheit im Haarfollikelbulbus neu und alles ist auf Proliferation und
Erneuerung ausgerichtet. Hier fuhrt die Applikation des Stressmediators Substanz P zur
Vermehrung von c-kit-positiven Melanozyten in der Stammzellregion des Haarfollikels.
C-kit-Positivitat bedeutet Migrationfahigkeit und ist fur die Ausstattung der pigment-
bildenden Einheit von essentieller Bedeutung [5, 6, 61]. Im Haarbulbus dagegen fluhrt
die Applikation von Substanz P zur Apoptose von reife melanotischen Melanozyten
(Abbildung 8, Abbildung 9). Der Larmstressor reicht nicht aus um diese Effekte zu
erzielen. Interessanterweise bleibt die Anzahl der aktiv pigment-produzierenden
Melanozyten im Haarfollikelbulbus trotz Apoptoseinduktion relativ konstant. Der
Haarfollikel in seiner Gesamtheit muss also Uber Kompensationsmechanismen

verfugen.
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Es ist nahe liegend, dass die vermehrte Aktivierung migrationsfahiger Pigmentzellen in
der distalen &auReren Wourzelscheide zur Konstanz der Melanozytenzahl im
Haarfollikelbulbus beitragt (Abbildung 10, Abbildung 11). Unter Stress und Substanz P
sehen wir hier eine signifikante Vermehrung, also genau in den Behandlungsgruppen,
die Apoptose im wachsenden Bulbus induzieren. Auf der anderen Seite besitzen
Melanozyten zahlreichen Redoxmechanismen, die sie befahigen, das wahrend der
Melanogenese entstehende Wasserstoffperoxid abzubauen. [127] [43]. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass exogen zugeflhrtes Wasserstoffperoxid fur die
Melanogenese wichtige Proteine wie Tyrosinase, Tyrosinase-related protein 1 und 2
hemmt und ihre Regeneration bis zu 48 Stunden dauert [57]. Einzelne
Redoxmechanismen der gleichen Zellen bendtigten allerdings nur 6 Stunden um auf

250% der Ausgangswerte zu regenerieren.

Geht man nun davon aus, dass systemisch applizierte Stressoren eine intrakutane
Entzindungsreaktion verursacht [70, 74, 75], die mit der Produktion von oxidativem
Stress einhergeht [78], die Regenerationszeit melanozytarer Redoxmechanismen kurz
und Uberschieend ist [57], dann lasst dies vermuten, dass einige Melanozyten durch
die Stressbehandlung eine Art ,Stress-Impfung“ erfahren haben. Einige Melanozyten
haben diesem Stressor nicht widerstanden. Sollten aber die verbliebenen
differenzierten Melanozyten der pigment-bildenden Einheit auf einen Stressor mit einer
Erhdhung ihrer Redoxkapazitat reagieren, dann hatten sie sich adaptiert, waren der
andauernden Stressbehandlung wenigen suszeptibel und wirden einem erhdhten

Zellverlust durch Apoptose vorbeugen.

Im Ubergang von Anagen zu Katagen beobachtet man einen starken Anstieg
apoptotischer Melanozyten unter Stress und Substanz P. Diese Zellen befinden sich
oberhalb der pigment-bildenden Einheit am Ubergang zum Haarschaft (Abbildung 13,
Abbildung 14). Dies lasst vermuten, dass sie Uber den Haarschaft umbaut von
ausdifferenzierten Keratinozyten ,ausgeschieden“ werden. Zu Beginn des Katagens
kann die Entwicklung der Melanozyten zwei Wege einschlagen. Entweder sie gehen in
Apoptose [7, 8] und gehen so als aktive Zellen verloren, oder sie wandern Uber die
dermale Papille in den sich formenden so genannten zweiten Keim. Dieser persistiert
im Telogen unterhalb der Isthmus- und Wulstregion und repopuliert méglicherweise von
hier aus die sich neu etablierende pigment-bildende Einheit des nachsten Haarzyklus

[36]. Im zweiten Fall bleiben sie dem Haarfollikelsystem erhalten. Bei dem hier
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vorliegenden Versuchen fuhren Stress und SP zum Verlust von Pigmentzellen aus dem

Gesamtpool.

Diese Ergebnisse deuten eine Uberaktivierung des Stammzellpools unter Stress und
Subtanz P an, die eine verbesserte Versorgung des Bulbus mit Melanozyten nach
stress-bedingtem Apoptoseschaden zur Folge hat. Im Sinne einer ,Stress-Antizipation®
ware der Haarfollikelbulbus flur den nachsten Stressor gewappnet haben. Allerdings
geht dieser erhdhte Turn-Over melanozytarer Zellen wahrscheinlich auf Kosten der
Stammzellpopulation. Um diese These zu belegen, waren ein langerer
Beobachtungszeitraum und gegebenenfalls wiederholte Stressexpositionen erforderlich,

um ergrauenden Tiere zu beobachten.

Eine Madglichkeit ware die Labelung der follikularen Stammzellen mit Hilfe von
Nukleotidanaloga wie BrdU (5-bromo-2-deoxyuridine) oder isotopmarkiertes [°H]-
Thymidin. Die Verabreichung an schwangere Mause [16] hatte den Vorteil der Labelung
aller potenziellen kutanen Vorlauferzellen der Nachkommen, allerdings ware eine
epigenetische Beeinflussung durch die Schwangerschaft nicht mit Sicherheit
auszuschlielen. AulRerdem erforderte ein solcher Versuchsaufbau einen erheblichen
Mehraufwand was die Anzahl der zu labelnden Tiere betrifft, die Halfte eines Wurfes ist

mannlich und koénnte nicht eingeschlossen werden

Eine Verwendung von Isotopen, wie [3H]-Thymidin wurde spezielle Sicherheits- und
EntsorgungsmalRnahmen erfordernd, deren Umsetzung zur Erzeugung deutlichen
Umgebungsstress’ fihren kénnte. Die Nutzung von BrdU erscheint da sinnvoller.
Mdogliche Applikationswege sind die orale Gabe durch das Futter, bei der die
individuelle Zufuhr schlecht zu kontrollieren und so Unterschiede zwischen den Tieren
und damit die Streuung der Daten gréRer ware. Eine intraperitoneale Applikation hatte
den Vorteil jedem Tier die gleiche gewichtsadaptierte Dosis zu verabreichen. Zu
beachten ist nur eine mogliche zusatzliche Belastung der Tiere durch Anfassen und

Spritzen.

Nicht-melanozytare Zellen scheinen in allen Haarzyklusstadien auf systemischen Stress

und Substanz P-Applikation mit Apoptose zu reagieren. Fur den Zeitpunkt des Anagen-

Katagen-Ubergangs war dies bereits bekannt [70]. Auch in der Ruhephase Telogen

fuhrt systemisch applizierter Stress und Substanz P zur Apoptose von nicht-

melanozytaren Zellen [75]. In den vorliegenden Untersuchungen sehen wir ebenfalls

Apoptose nicht-melanozytaren Zellen im auf Proliferation aufgerichteten frihen Anagen
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(Abbildung 7, Abbildung 9). Bei diesen Zellen handelt es sich aufgrund ihrer
Lokalisation im Haarbulbus und in Nachbarschaft zu den Melanozyten mit sehr hoher
Wahrscheinlichkeit um haarschaft-bildenden Keratinozyten. Diese apototischen Effekte
sind durch die Verabreichung des NK-1-Rezeptorantagonisten auf Kontrolleniveau zu

senken.

Apoptose von Haarfollikelmelanozyten kann als terminale Differenzierung interpretiert
werden, wie sie am Ubergang vom Anagen zum Katagen zu beobachten ist [8]. Diese
Apoptose ist physiologisch und als eine dem Haarzyklusstadium entsprechende
Entwicklung einzustufen. Unter Stress kommt es zu einer vorzeitig eintretenden
katagenen Regression der Haarfollikel [70]. Es stellte sich somit die Frage, ob die im
frihen Anagen beobachteten Veranderungen ebenfalls mit einer Beschleunigung des
Haarzyklus zu erklaren sind, oder ob die Stressbehandlung die Zellpopulationen isoliert
beeinflussen. Hier zeigt sich in Anagenversuchsansatz (Abbildung 5), dass weder die
Stressexposition noch die systemische SP-Applikation zu einer Beeinflussung des
Haarzyklus fihren. Im Gegenteil die Blockierung des SP-Signalwegs durch den NK-1-
Rezeptorantagonisten fihrt zu einer Verzdgerung der Haarentwicklung nach Depilation.
So erscheinen die apoptotische und proliferativen Stresseffekte der hier verwendete

Stressoren isoliert auf die einzelnen Zellpopulationen zu wirken.

Eine intradermale also lokale Applikation von Substanz P im Telogen induziert
hingegen unter Degranulation von Mastzellen Haarwachstum [80]. Was darauf hinweist,
dass die hier simulierte systemische Stressreaktion komplexer und differenzierter zu

sein scheint und vermutlich weiter Signalwege involviert sind.

Substanz P ist im Zusammenhang mit frihzeitiger Katagenentwicklung und Apoptose
im Telogen bereits als wirksamer systemischer Stressmediator identifiziert worden [70,
75]. Durch die gleichzeitige systemische Applikation des NK-1-Rezeptorantagonisten
und die dadurch verhinderten Stresseffekte, zeigte sich auch, dass diese Uber den NK-

1-Rezeptor mediiert werden.

Auch in den hier vorliegenden Ergebnissen ist Subtanz P in der Lage proliferative und

apoptotische Stresseffekte auf Melanozyten und Keratinozyten nachzuahmen. In

systemischer Applikation Ubertrifft es sogar die Effekte des Larmstressors auf die

beispielsweise die Apoptose im Anagen und wahrend Anagen-Katagen-Ubergangs

(Abbildung 7, Abbildung 8, Abbildung 13). Auch im Hinblick auf die Proliferation ist

Substanz P in der Lage Stresseffekte nachzuahmen. Jedoch unterscheiden sich
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diesbezuglich Keratinozyten und Melanozyten. Wohingegen die Proliferation von
Melanozyten in pigment-bildender Einheit und Isthmus- und Wulstregion durch Stress
und Substanz P geférdert wird, bleiben die Keratinozyten davon unbeeinflusst
(Abbildung 10).

Interessanterweise  lasst sich  diesen isolierten  Stresseffekten auf die
Melanozytenproliferation nicht komplett durch die Applikation des NK-1-
Rezeptorantagonisten entgegenwirken. Dies legt den Schluss nahe, dass Substanz P
seine Wirkung offenbar nicht ausschlielllich Uber den NK-1-Rezeptor vermittelt. Bis
heute gibt es keine Hinweise auf das Vorhandensein Neurokininrezeptoren auf
Melanozyten. Es gibt allerdings Untersuchungen, die eine Beteiligung von NK-2-
Rezeptoren an der Signaltransduktion des Substanz P auf Keratinozyten zeigen konnte
[128].

Die Untersuchung auf Transkriptionsebene im Telogen, wo es weder
haarzyklusbedingte Apoptose noch haarzyklusbedingte Proliferation gibt, sollte zeigen
ob 24-stindiger Larmstress in der Lage ist, pigmentierungs- und melanozytenrelevante
Genexpression zu beeinflussen. Hier zeigt sich das unter den zahlreichen hoch- und
runterregulierten Genen, auch solche zu finden sind, die die zuvor beschriebenen

Effekte auf die verschiedenen Melanozytenpopulationen widerspiegeln (Tabelle 3).

Undifferenzierte migrationsfahige Melanozyten im frihen Anagen wirden von einer
erhohten Expression von Endothelin B-Rezeptoren [110, 111], Superoxiddismutase
[109] und den Leukotrien C4- und D4-bildenden und migrationférdernden Dipeptidasen
[106, 115, 116] profitieren. Die antioxidative Superoxiddismutase steht aktuell im Fokus
der Melanozytenbiologie. Neuere Untersuchungen zur Weillfleckenkrankheit Vitiligo, fur
die eine Kumulation von oxidativem Stress ursachlich diskutiert wird [129], stitzen das
hier vorliegende Ergebnis. In Untersuchungen zeigte sich eine Erhdhung von
Superoxiddismutase in der Haut [130] und im Blut der betroffenen Patienten [131].
Zusatzlich spricht die Hochregulierung der adaptor-related protein complex 3, delta 1
subunit spricht fur die regelrechte Ausstattung der Melanosomen mit Tyrosinase und

fordert eine ungestorte Melanozytenfunktion [107, 108].

Die Runterregulierung von Genen, die die Melanogenese férdern oder vor Apoptose

schitzen, wie Leukotriene B4 12-hydroxy-dehydrogenase (synthetisiert Leukotrien B4,

welche intrazellular die Tyrosinase erhoht) [105], tyrosinase-related protein 1 [45] oder

baculoviral IAP repeat-containing 2, ein Apoptoseinhibitor, der von differenzierter
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Melanozyten exprimiert wird [104] sowie die Hochregulierung von Seneszenzmarkern
(Galactosidase, beta 1) [100, 101] und Melanozytenproliferationhemmern bzw.
Katageninduktoren (transforming growth factor, beta 2) [102, 103, 113, 114] passt zu

beobachteten Melanozytenapoptose in Anagen- und Katagenhaarbulben.

Diese auf den ersten Blick entgegengesetzten Ergebnisse spiegeln die zweiseitigen
Stresseffekte auf die Melanozyten wider, die in den einzelnen Kompartimenten
beobachtet werden kénnen: Apoptose in der pigment-bildender Einheit des Bulbus und

Proliferation in der Isthmus- und Wulstregion.

Die in der Pathway-Analyse ermittelten Signalwege spiegeln verschiedene Teilbereiche
einer kuntanen Entztiindung wider (Tabelle 4). Zwei Signalwege enthalten Elemente, die
an der Makrophagendifferenzierung und -aktivierung beteiligt sind (METS affect on
Macrophage Differentiation und Pertussis toxin-insensitive CCRS Signaling in
Macrophage) [124]. Die Infiltration der Haut mit Makrophagen als Folge einer
neurogenen Inflammation unter Stress, ist bereits mehrfach mit dem in dieser Arbeit
verwendeten Stressor belegt [70, 74, 75]. Formen der neuronalen Signaltransduktion
bilden sich ab (Olfactory transduction). Die gut belegten systemischen und kutanen
hormonellen Elemente der Stressachsen sind ebenfalls bei den Signalwegen vertreten
(Biosynthesis of steroids). Die Expression der Stressachsenhormone, die in der
Synthese von steroidalen Glukokortikoiden mindet, ist von zweierlei Bedeutung. Zum
einen spiegelt sie die Prozesse einer ablaufenden kutanen Stressreaktion wider, zum
anderen konnen die einzelnen Vertreter direkt Einfluss auf Melanozyten nehmen [33,
34].

Besonders interessant in diesem Zusammenhang sind die Signalwege Adipocytokine
signaling pathway und Linoleic acid metabolism. Als Adipokine werden Zytokine
bezeichnet, die von Adipozyten, also Fettzellen, synthetisiert und ausgeschuttet werden
kénnen und gehdren Uberwiegend zur Gruppe der pro-inflammatorischen Zytokine. Zu
den Adipokinen zahlen unter anderem Interleukin-6 und Tumornekrosefaktor-o. [119].
Von Beiden ist bekannt, dass sie sich negativ auf die Proliferation, Differenzierung und
Pigmentierung von Melanozyten auswirken. [121, 122]. So kdénnten Adipokine aus dem
perifollikularen  subkutanen  Fettgewebe  direkt auf die  verschiedenen
Melanozytenpopulationen wirken. Des Weiteren gibt es Untersuchungen, dass das
Capsaicin, der Scharfstoff des Chilipfeffers, die Adipokine-induzierte Inflammation

abschwachen kann [132]. Interessant ist in diesem Zusammenhang das Capsaicin,

59



seine nozi-sensorische Wirkung Uber eine Substanz P-Ausschittung mediiert [133].
Substanz P ist wiederum ein in der Haut gut erforschter Stressmediator [72, 74, 76,
134]. Es ware also mdglich, dass Substanz P seine Wirkung nicht nur Gber NK1-
Rezeptoren auf Mastzellen entfaltet [76], sondern dass es einen weiteren Signalweg flr
das ausgeschittete Substanz P gibt. Es gibt erste Untersuchungen, dass Substanz P

uber NK1-Rezeptoren auf Adipozyten wirkt und diese beeinflusst [135].

Die Linolsaure gehort zu den mehrfach ungesattigten essentiellen Fettsauren. Sie ist
Bestandteil der Zellmembran und ist eine Vorstufe der Arachidonsaure, die ihrerseits
den Ausgangsstoff fur eine Vielzahl von pro-inflammatorischen Eicosanoiden wie den
Prostaglandinen und Leukotrienen darstellt [123]. Fur Vertreter beider Substanzklassen
wurden dendritizitat-fordernde [136] sowie migrations- und proliferations-férdernde
Eigenschaften nachgewiesen [116]. Darlber hinaus geht man zunehmend davon aus,
das einzelne Fettsduren als interzellulare Signalmolekile fungieren, besonders im
Kontext von Entzindung, Alterung und Zelluntergang [137]. Unklar bleibt ob dieser
Signalweg ursachlich an der neurogenen Entziindung beteiligt ist oder eine Folge des

inflammationsbedingten Zelluntergangs mit Freisetzung intrazellularer Fettsauren ist.

Die hier dargestellten Microarraydaten stellen selbstverstandlich nur erste Hinweise dar.
Eine genauere Analyse erfordert die Verifizierung der Microarraydaten durch Nachweis
einzelner hoch- und runterregulierter Gene sowie ausgewahlter Elemente der Pathway-
Analyse durch eine Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) aus dem urspringlichen RNA-
Isolat die bislang aussteht. Auch bleibt das poolen der RNA mehrerer Tiere pro Chip
umstritten, da dies die naturlich Streuung der Ergebnisse verschleiert, obgleich die
Tiere aus Inzuchtstammen stammen und die zu erwartende Streuung gering ware.
Daruber hinaus bietet sich bei der Analyse der Ko-Regulation von Genen, also Gruppen
von Genen, die unter unseren Versuchsbedingungen reguliert werden, an, weitere
Versuchsgruppen hinzuflgt, die erwartungsgemafl ahnlich oder genau gegenteilig
reagieren. In dem hier prasentierten Fall wirden sich mit Substanz P und mit Substanz
P Rezeptorantagonisten behandelte Gruppen anbieten. Dennoch erhoéht die
Kombination aus einem hdher gewahlten Fold change (in dieser Arbeit zweifach) und
die Prufung auf Anreicherung dieser Gene in funktionellen Signalwegen die
Aussagekraft der hier vorgelegten Daten Uber die biologische Bedeutung der
regulierten Gene deutlich gegenuber der Annahme, dass nur die am hdchsten

regulierten Gene im Eins-zu-eins-Vergleich eine Relevanz hatten.
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Die Apoptose von differenzierten Bulbusmelanozyten im frithen Anagen und die
gleichzeitige Aktivierung undifferenzierten melanozytaren Stammzellen in der Isthmus-
und Wulstregion sowie vermehrte Apoptose im Anagen-Katagen-Ubergang unter Stress
und Substanz P in Verbindung mit der Beeinflussbarkeit pigmentierungsrelevanter
Gene durch Stress und der Involvierung maoglicher alternativer Signalwege des
Substanz P, deuten daraufhin, dass es zu einem erhoéhten Durchsatz an Pigmentzellen
unter Stress kommt, welcher in der Folge zu einer vorzeitigen Erschdpfung des
melanozytaren Stammzellpools fihren kann. (Abbildung 15) fast die Hypothesen der

Vorgange im frihen Anagen graphisch zusammen.
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Abbildung 15: Haarfollikel-Melanozyten unter der Beeinflussung von Stress. Das Schema
verdeutlicht die Hypothese der Wirkung von Stress auf den Anagenhaarfollikel. Die
Stressapplikation flhrt zur Ausschittung von Substanz P aus den den Haarfollikel umgebenden
Nervenfasern. Dieses fihrt seinerseits Proliferation von Fibroblasten, die u.a. Stammzellenfaktor (SCF)
ausschutten [138, 139]. Dieses wirkt auch auf Melanozyten, flr deren Differenzierung und Migration
dieser essentiell ist [6, 40]. Unklar bleibt jedoch wie die Vorlauferzellen der Isthmus- und Wulstregion
unter Stress flir SCF sensibilisiert werden. Das SCF der Fibroblasten kann ebenso die Ausreifung von
Mastzellen férdern [140], die dann unter Substanz P-Einfluss eine Vielzahl von weiteren Botenstoffen
sezernieren. Z.B. Substanz P, welches den angestoRenen Prozess wie ein Perpetuum mobile aufrecht
erhalt [141, 142], oder Histamin, welches als Schlisselfaktor der postinflammatorischen
Hyperpigmentierung gilt und Melanozyten stimuliert [143, 144]. Aber auch Tumornekrosefaktor-alpha
(TNF-a) [145]. Andererseits kdnnte das ausgeschuttete Substanz P auch auf die Fettzellen, Adipozyten,
wirken und hier die neurogene kutane Entziindung Uber die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine wie
Interleukin-6 oder TNF-a férdern [119]. Von diesen Zytokinen weil3 man, dass sie auch direkt die
Proliferation, Differenzierung und Pigmentierung Melanozyten negativ beeinflussen [121, 122]. In
unserem Versuch kdnnten sie auf differenzierte Melanozyten apoptose-induzierend wirken. So kénnte es
Uber den Verlust differenzierter Melanozyten aus dem Gesamtpool bei gleichzeitiger Ausdifferenzierung

melanozytarer Vorlaufer zu einen erhdéhter Turn-Over der Melanozyten und so zur vorzeitigen

Erschépfung des Stammzellpools und schlussendlich zum pramaturen Ergrauen kommen. (MAP

Musculus arrector pili; TD = Talgdriise; AWS = &uRere Wurzelscheide; DP = dermale Papille; HS

Haarschaft; PE = pigment-bildende Einheit)
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit werden die bisherigen Untersuchungen zum Ergrauen und
der Melanozytenbiologie [2, 3, 9, 49] um die Fragestellung des Einflusses psycho-
emotionalen Stress’ auf die Proliferation und Apoptose von Melanozyten und die

Integritat der pigment-bildenden Einheit des Haarfollikels erweitert.

Vor dem Hintergrund des gut erforschten Haarzyklus [82] und den damit gekoppelten
Entwicklungsstufen follikularer Melanozyten [6, 7, 15] sowie neuerer Erkenntnisse Uber
den Zusammenhang zwischen der Akkumulation von oxidativem Stress und
Haarergrauen [48], wurde ein etabliertes murines Stressmodell zur Simulation

systemisch wahrgenommenen psycho-emotionalen Stress verwandt [70, 72, 74, 75].

In diesem Modell werden C57BL/6- und CBA/J-Mause fur die Dauer von 24 Stunden
einem Larmstressor ausgesetzt oder erhalten eine Injektion mit dem Neuropeptide und
Stressmediator Substanz P (SP) wahrend eines durch Depilation induzierten eng
umschriebenen Zeitfensters im murinen Haarzyklus. Einmal zur Etablierung der
pigment-bildenden Einheit im frGthen Anagen und zu Beginn der Regression am
Ubergang vom Anagen zum Katagen. Zusétzlich wurden Tiere in der Ruhephase

(Telogen) stressexponiert, um dessen Effekte auf Transkriptionsebene zu untersuchen.

Mit immunhistologischen melanozytenspezifischen Markern in Kombination mit c-kit, zur
Erfassung der Aktivitat und dem TUNEL-Label zur Apoptosedetektion, wurde die
Ruckenhaut der Tiere untersucht. Aus der Rlckenhaut der Telogentiere wurde die

totale RNA isoliert und zur Analyse einer Microarray zugefuhrt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass SP-Applikation zum Absterben
differenzierter Melanozyten im frihen Anagen fuhrt, wahrend Zellen der Vorlauferregion
vermehrt aktiviert werden. Hierbei kommt es nicht zu einer vorzeitigen Progression des
Haarzyklus, er bleibt von der akuten Stressapplikation unbeeinflusst. Im Anagen-
Katagen-Ubergang sterben unter Stresseinwirkung vermehrt Melanozyten ab. Diese
Effekte sind durch Substanz P reproduzierbar, jedoch durch Blockierung des NK-1

Rezeptors nicht vollstandig zu verhindern.

Auf Transkriptionsebene werden im proliferations- und apoptosearmen Telogenstadium
durch Stressexposition melanozytenrelevante Gene, die reife und undifferenzierte
Melanozyten reprasentieren, induziert. Die durch Stress induzierten Signalwege

scheinen uUberwiegend Teilbereiche einer kutanen Entzindung unter der Beteilung von
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Adipozyten wiederzuspiegeln. Diese inflammatorischen Prozesse schaffen einerseits
ein Melanozyten-feindliches Milieu durch Generation zusatzlichen oxidativen Stress,

andererseits wirken einzelne Zytokine direkt anti-proliferativ auf die Melanozyten.

Die Apoptose von differenzierten Bulbusmelanozyten im frihen Anagen und die
gleichzeitige Aktivierung undifferenzierten melanozytaren Stammzellen in der Isthmus-
und Wulstregion sowie die vermehrte Apoptose im Anagen-Katagen-Ubergang unter
Stress und Substanz P bedeutet, dass diese apoptotischen Zellen dem Gesamtpool der
melanozytaren Zellen verloren gehen. In Verbindung mit der Beeinflussbarkeit
pigmentierungsrelevanter Gene durch Stress und der Involvierung mdglicher
alternativer Signalwege des Stressmediators Substanz P, deutet dies daraufhin, dass
es zu einem erhohten Durchsatz an Pigmentzellen unter Stress kommt, welcher in der
Folge zu einer vorzeitigen Erschépfung des melanozytaren Stammzellpools fuhren
kann (Abbildung 15:)
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7 Erlauterungen

7.1 Glossar

BioCarta: st eine frei zugangliche Datenbank, die Informationen Uber Proteine,
DNA-Strukturen, vor allem aber auch Uber humane und murine Signalwege
anbietet. Sie besteht seit 2000.

DAVID: bedeutet: Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery. Diese Online-Software dient einerseits der Annotation von Genen, vor
allem aber ist sie ein Instrument zur Pathway-Analyse, um die regulierten Gene
auf ihre bisher bekannte biologische Relevanz hin zu untersuchen. Es besteht
eine Kooperation zum National Institute of Allergy and Infectious Diseases
(NIAID), National Institutes of Health (NIH) (http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp).

Entrez ID: st die eindeutige Identifikationsnummer eines jeden Gens, mit der es in
der Entrez-Datenbank des National Institutes of Health (NIH) katalogisiert und zu

finden ist (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez).

Fold change: gibt das Vielfache an, um das ein Gen der Probe im Vergleich zur

Kontrolle hoher oder niedriger exprimiert ist

Genname: international gultiger vollstandiger Name eines Gens bzw. Genprodukts,
welcher in der Entrez-Datenbank des National Institutes of Health (NIH)

katalogisiert und zu finden ist.

Gensymbol:international gultige Abklrzung eines Gennamens, welches in der Entrez-

Datenbank des National Institutes of Health (NIH) katalogisiert und zu finden ist.

KEGG: die Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes ist eine online frei
zugangliche Datenbank und bietet strukturierte Informationen Uber funktionale
Zusammenhange von Genen an, die graphisch in Signalweg-Karten (Pathway
maps) dargestellt sind. Daruber hinaus sind zahlreiche weitere Informationen zu
Strukturen von Genen aber auch Biomolekilen und Medikamenten abrufbar.
Aufgebaut und gepflegt wird die Datenbank von den Kanehisa Laboratories im
Bioinformatikzentrum der Universitat Kyoto und dem Human Genome Center der
Universitat Tokio. Sie besteht sei 1995.

NetAFFX: auch NetAFFX analysis center; ist eine von der Firma Affymetrix zur

Verfigung gestellte Online-Software zur Annotation der Affymetrix-Chips, bzw.
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deren probe sets. Sie fasst die Informationen zu einem Gen aus einer Vielzahl von
anderen Online-Datenbanken zusammen. Sie ist frei zuganglich und wird in sehr
kurzen Abstanden aktualisiert (ca. alle 10 Minuten)

(http://www.affymetrix.com/analysis/index.affx).

pathway enrichment: bedeutet die Anreicherung von Genen in einem bestimmten
Signalweg. Ein Signalweg qilt als vermehrt angereichert und damit mutmallich in
einem Prozess reguliert, wenn z.B. ausgehend von einer experimentellen
Stichprobe im Vergleich zu einer Normalstichprobe mehr Gene vertreten sind als
zu erwarten waren. Fur diese Analyse wurde in dieser Arbeit die DAVID
Datenbank verwandt, die zur statischen Berechnung einen Fischer Exakt Test

anwendet.

pathway ID: jeder Signalweg jeder Datenbank hat zum Zwecke der Systematisierung
eine Identifikationsnummer. Bei KEGG z.B. mmu04740 flr Olfactory transduction
oder bei BIOCARTA m_Ccr5Pathway fur Pertussis toxin-insensitive CCRS
Signaling in Macrophage.

present call: gibt an, ob ein Gen an die Sonden des Chips gebunden hat oder
nicht. Jedes 25-mer Oligonukleotid probe set, wird in seiner spezifischen Bindung
uberpruft. Das geschieht indem jeweils 11 so genannte perfect und mismatch-
Sonden, insgesamt also 22 Sonden pro Oligonukleotid auf dem Chip vorhanden
sind. Die mismatches unterscheiden sich von den perfect matches in nur einer
Nukleinsaure an Position 13. Im Idealfall bindet nur RNA an die perfect match-
Sonden. Bei unspezifischer Bindung wirde allerdings ein falsch positiver present
call hervorgerufen, so wird aus dem Verhaltnis aus perfect match- zu mismatch-
Bindung die Richtigkeit des Signals verifiziert. => present (vorhanden), absent

(nicht vorhanden), marginal (grenzwertig)

probe sets: sind 25-mer Oligonukleotide, die eine Sequenz eines spezifischen oder
potenziellen Gens widerspiegelt. Diese Sequenz ist in vielen Fallen allerdings
nicht eineindeutig, es gibt probe sets, die potenziell kreuzreagible mit
verschiedenen Genen sind oder solche die nur mit funktionellen Sequenzen von
Genen reagieren. Ein Gen kann durch mehrere probe sets reprasentiert sein, die
fur verschiedene Transkripte bzw. Splicing-Varianten stehen kdnnen, sodass
diese auch in ein und dem demselben Versuch hoch- und gleichzeitig
runterreguliert sein kdnnen. In dieser Arbeit wurden alle probe sets, die nicht
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eindeutig einem Gen zugeordnet waren aus der Analyse ausgeschlossen, um eine

spezifischere Aussage zu erhalten.
7.2 Abkiirzungen
ACTH - Adrenocorticotropes Hormon
aK - apoptotischer Keratinozyt
AL - Auber’ sche Linie
aMel - apoptotischer Melanozyt
anti-NK1 - Substanz P-Rezeptorantagonist
Ap3d1 - adaptor-related protein complex 3, delta 1 subunit
AWS - duRere Wurzelscheide
Bcl-2 - B-cell CLL/lymphoma 2
bMel - Melanozyt in beginnender Differenzierung
BrdU - 5-bromo-2-deoxyuridine

c-kit - v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog, KIT,

Migrationsmarker

CRH - Corticotropin Releasing Hormon
D1 - Depilation 1

d1 - erste Depilation

d1 - erste Depilation

D2 — Depilation 2

d2 - zweite Depilation

DAPI - 4,6-Diamidino-2-phenylindol
DCT - dopachrome Tautomerase
Digoxigenin-dUTP - Digoxigenin- Uridintriphosphat
DNA - Desoxyribonukleinsaure

DP - dermale Papille

DP - dermale Papille
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Dpep1 - dipeptidase 1 (renal)

EDN3 - Endothelin 3

Ednrb - endothelin receptor type B

FITC - Fluorescein-isothiocyanate

GIb1 - Galactosidase, beta 1

HCI — Hydroclorid

HPA-Achse - hypothalamisch-pituitaren-adrenalen Stressachse
HS — Haarschaft

IWS - innere Wurzelscheide

K - Keratinozyt

Ki67 - Proliferationsmarker

KIT - v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog, c-kit, cd117
Ltb4dh - leukotriene B4 12-hydroxy-dehydrogenase

M - Matrix

MAP - Musculus arrector pili

MC-R1 - Melanocortinrezeptor

Mel - Melanozyt

MITF - Microphthalmia-associated Transcription Factor
NaCl - Natriumchlorid

NGF - nerve growth factor (beta polypeptide)
NK-1-Rezeptor - Neurokinin-1-Rezeptor

PAX3 - paired box 3

PBS - Phosphat-gepufferten Saline

PCR - Polymerase-Ketten-Reaktion

PE - pigment-bildende Einheit

POMC - Proopiomelanocortin
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RNA- Ribonukleinsaure

rpm - rounds per minute, Umdrehungen pro Minute
SCF - stem cell factor , KIT ligand

SNAI2 - snail homolog 2 (Drosophila)

Sod3 - superoxide dismutase 3, extracellular
SOX10 - SRY (sex determining region Y)-box 10
SP - Substanz P

TBS - Tris-gepufferter Salzlésung

TD - Talgdruse

TdT - terminalen Deoxynucleotidyltransferase
Tgfb2 - transforming growth factor, beta 2

TRITC - Tetramethylrhodamine-isothiocyanate
TRP-1 - Tyrosinase-related protein-1

TRP-2 - Tyrosinase-related protein-2

TUNEL - far TdT-mediated d-UTP nick end labeling
Tyr - Tyrosinase

Tyrp1 - tyrosinase-related protein 1

uMel - undifferenzierte Melanozyten

UVA - Ultraviolett A

UVB — Ultraviolett B

a-MSH - alpha-Melanozyten-stimulierendes Hormon
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