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1 Einleitung

1.1 Orale Kontrazeption

Unter einer Vielzahl von verschiedenen Methoden der Kontrazeption spielt die Einnahme von
Ovulationshemmern in den Industriestaaten derzeit die gréBte Rolle: 38,5% aller Frauen im
geschlechtsreifen Alter machen in Deutschland hiervon Gebrauch, wobei es in der
Altersgruppe zwischen 16 und 30 Jahren sogar Uber 60% sind [56].

Die in der ,Pille” enthaltenen Hormone sind synthetische Derivate der natirlichen weiblichen
Geschlechtshormone, der Ostrogene und der Gestagene. In der ersten Zyklushalfte
bewirken die Ostrogene eine Proliferation der Uterusschleimhaut. Zum Zeitpunkt des
Follikelsprungs ist die Ostrogenkonzentration besonders hoch, weswegen die Ostrogene
auch als Follikelhormone bezeichnet werden. Die Gestagene (Gelbkdrper- oder
Schwangerschaftshormone) werden in der zweiten Zyklushélfte nach dem Follikelsprung aus
dem Corpus luteum (Gelbkérper) gebildet. Der wichtigste Vertreter ist das Progesteron,
dessen Konzentration in der Schwangerschaft besonders hoch ist. Durch Progesteron wird
die Uterusschleimhaut fir die Aufnahme der befruchteten Eizelle vorbereitet und die Reifung
weiterer Follikel verhindert. Bleibt die Befruchtung aus, sinkt der Progesteronspiegel durch
das sich zurtickbildende Corpus luteum. Es kommt zur AbstoBung des Endometriums und
der Zyklus beginnt von vorne. Kontrazeptiva greifen direkt in diesen Zyklus ein.

Als Ostrogen-Anteil in der ,Pille* wird meistens Ethinylestradiol verwendet (Abbildung 1).

Abbildung 1: Strukturformel von Ethinylestradiol

OH
I — CH

HO

Der Ethinylestradiol-Gehalt wurde seit Einfilhrung der oralen Kontrazeption immer weiter
reduziert. Wahrend die Dosis 1960 noch bei taglich 150 pg Ethinylestradiol lag, werden
mittlerweile sogenannte ,Mikropillen® verwendet, die nur noch 20 pg Ethinylestradiol
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enthalten. Als Gestagen-Anteil kommen verschiedene Abkémmlinge des 17a-
Hydroxyprogesterons und des 19-Nortestosterons zum Einsatz [49].

Die klassische Form der Pille besteht aus einem Einphasenpraparat mit gleichbleibenden
Mengen Ostrogen und Gestagen iiber den gesamten Zyklus hinweg. Spater wurden
Sequenz- und Stufenpraparate entwickelt, die den nattrlichen Zyklus durch unterschiedliche
Dosen an Ostrogen und Gestagen imitieren. Darlber hinaus gibt es Gestagen-
Monopréaparate, die auch als ,Minipillen® bezeichnet werden. Diese bieten den Vorteil einer
sehr geringen Hormonbelastung. Tabelle 1 gibt einen Uberblick iber die derzeit in
Deutschland erhéltlichen Praparate.

Die kontrazeptive Sicherheit wird vor allem durch die Hemmung von Follikelreifung und
Ovulation, aber auch durch eine vermehrte Viskositdt des Zervixschleims, eine
Proliferationshemmung des Endometriums und eine Hemmung der Tubenmotilitat
gewdbhrleistet.

Durch die Einnahme oraler Kontrazeptiva sind diverse Nebenwirkungen mdglich.
BlutungsunregelmaBigkeiten sind in den ersten Einnahmezyklen relativ haufig. Stérungen
des Allgemeinbefindens, wie etwa Kopfschmerzen, Gewichtszunahme, Mastodynie, Ubelkeit
und Magenbeschwerden kommen in ca. 10% der Falle vor. Mitunter treten depressive
Verstimmungen oder eine Verminderung der Libido auf [30]. Hyperpigmentierungen der Haut
sind Uberwiegend bei Langzeitanwendung zu finden. Unter oraler Kontrazeption besteht
auBerdem ein erhdhtes Risiko sowohl fir vendse als auch fir arterielle thromboembolische
Ereignisse [96]. Durch eine Aktivierung des Gerinnungssystems [62] kdénnen sich tiefe
Beinvenenthrombosen und in der Folge Lungenembolien [34] entwickeln. Auf arterieller Seite
sind Herzinfarkte und Schlaganfalle mdglich [68]. Das Risiko fir thromboembolische
Komplikationen potenziert sich bei Vorliegen weiterer Risikofaktoren, insbesondere bei
Raucherinnen [29]. Gelegentlich bilden sich gutartige Lebertumoren wie die fokale nodulare
Hyperplasie oder Leberzelladenome [58]. Ein Einfluss auf die Entstehung von Brustkrebs ist
bis heute nicht eindeutig nachgewiesen. Eine schwache Korrelation zwischen der Einnahme
oraler Kontrazeptiva und dem Auftreten von Cervix-Karzinomen wurde gezeigt.
Demgegeniber steht ein eindeutig verringertes Risiko fir Endometriumkarzinome und fur
das Ovarial-Karzinom um mindestens 40% [54].

Einige Nebenwirkungen kdénnen relativ eindeutig auf das jeweilige synthetische Hormon
zuriickgefiihrt werden: Kopfschmerzen, Ubelkeit, Odeme, Mastodynie und umschriebene
Pigmentierungsstérungen werden dem Ostrogen zugeschrieben, wéhrend Midigkeit,
Depressionen und Libido-Abnahme durch den Gestagen-Anteil verursacht werden [10].



Tabelle 1: Derzeit in Deutschland gebrauchliche orale Kontrazeptiva (nach [37])

Gestagenmonopréparate

Levonorgestrel 0,03 mg (28-mini®, Microlut®)
Desogestrel 0,075 mg (Cerazette®)

Einphasenpréaparate

Levonorgestrel 0,1 mg + Ethinylestradiol 20 pg (Leios®, Miranova®)

Levonorgestrel 0,125 mg + Ethinylestradiol 30 ug (MonoStep®)

Levonorgestrel 0,125 mg + Ethinylestradiol 50 ug (Gravistat®)

Levonorgestrel 0,15 mg + Ethinylestradiol 30 ug (Microgynon®, Femigoa®, Femranette®)

Norethisteron 0,5 mg + Ethinylestradiol 20 ug (Eve®20)
Norethisteron 0,5 mg + Ethinylestradiol 30 ug (Conceplan®M, Nora-ratiopharm®)

Norgestimat 0,25 mg + Ethinylestradiol 35 pg (Cilest®)

Desogestrel 0,15 mg + Ethinylestradiol 20 pg (Lovelle®, Desmin®20, Lamuna®20)
Desogestrel 0,15 mg + Ehinylestradiol 30 pg (Marvelon®, Desmin®30, Lamuna®30)

Gestoden 0,075 mg + Ethinylestradiol 30 ug (Femovan®, Minulet®)

Lynestrenol 0,75 mg + Ethinylestradiol 35 pg (Ovoresta®M)

Drospirenon 3,0 mg + Ethinylestradiol 30 ug (Yasmin®, Petibelle®)

Dienogest 2,0 mg + Ethinylestradiol 30 pg (Valette®)

Chlormadinonacetat 2 mg + Ethinylestradiol 30 pg (Belara®)

Cyproteronacetat 2 mg + Ethinylestradiol 35 pg (Diane®-35, Juliette®, Bella Hexal 35®)

Zweiphasenpréaparate (Sequenzpréparate)

Desogestrel 0-0,125 mg + Ethinylestradiol 50 pg (Oviol 22®)
Lynestrenol 0-2,5 mg + Ethinylestradiol 50 ug (Ovanon®, Lyn-ratiopharm®-Sequenz)

Zweistufenpréparate

Desogestrel 0,025-0,125 mg + Ethinylestradiol 40-30 ug (Biviol®)
Chlormadinonacetat 1-2 mg + Ethinylestradiol 50 pg (Neo-Eunomin®)

Dreistufenpréaparate

Levonorgestrel 0,05-0,075-0,125 mg + Ethinylestradiol 30-40-30 pg (Trigoa®, Triquilar®,
Triette®, Trisiston®, Novastep®)

Norethisteron 0,5-0,75-1,0 mg + Ethinylestradiol 35 pg (TriNovum®)

Norgestimat 0,180-0,215-0,250 mg + Ethinylestradiol 35 pg (Pramino®)
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1.2 Pigmentierung

1.2.1 Physiologie

Der Melaningehalt der Haut bestimmt im Wesentlichen die natlrliche Hautfarbe [6].
Entscheidend hierfiir sind vor allem die Art des Melanins, die GréBe der Melaningranula [98]
und deren Anordnung in den Keratinozyten [61]. Eine wichtige Funktion des Melanins
besteht darin, die Keratinozyten und Melanozyten in der Epidermis vor UV-Strahlung zu
schitzen [50]. In dunkel pigmentierter Haut sind die Zellen daher wesentlich weniger UV-
induzierten DNS-Schaden ausgesetzt als in heller Haut [63].

Die Melanozyten sind dendritische Zellen, die in der Basalzellschicht der Epidermis liegen
(Abbildung 2).

Abbildung 2: Schematischer Aufbau der Epidermis (nach [107])

- R = T Stratum corneum mit
™ ~ - - .~ _] Stratum lucidum

Keratinozyten

Melanozyt \I EE,‘

Im Stratum basale (Basalzellschicht) befinden sich die Melanozyten und kubisch geformte
Keratinozyten. In der darlberliegenden Zellschicht, dem  Stratum  spinosum
(Stachelzellschicht), sind die Keratinozyten gréBer und untereinander durch Desmosomen
verbunden. Im Stratum granulosum (Kérnerzellschicht) enthalten die Keratinozyten
Keratohyalingranula und sind abgeflacht. In der obersten Zellschicht, dem Stratum corneum
(Hornschicht), befinden sich ausschlieBlich kernlose Zellen. In der untersten Zelllage des
Stratum corneum, dem Stratum lucidum (Glanzschicht), erscheinen die Zellen optisch dichter.

N L 5 1 MRS 2 Stratum granulosum

Stratum spinosum

, %ﬁi
%

a Stratum basale

Die Melaninbildung erfolgt in speziellen Organellen, den Melanosomen. Diese durchlaufen
verschiedene Reifestadien (Abbildung 3): Die primdren Melanosomen erscheinen
elektronenmikroskopisch betrachtet optisch leer. Sie enthalten das Schlisselenzym der
Pigmentbildung, die Tyrosinase. Aus ihnen entstehen die sekunddren Melanosomen
(Pramelanosomen), spezialisierte Lysosomen mit l&ngs ausgerichteten Filamenten. In den
tertiaren Melanosomen wird Melanin synthetisiert und an die Filamente angelagert. Das reife
(quartare) Melanosom ist mit Melanin angefillt. Die Filamente sind elektronenmikroskopisch
nicht mehr erkennbar und auch keine Tyrosinaseaktivitat mehr nachweisbar (nach [13]).
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Abbildung 3: Zellulare Kompartimente und Schritte bei der Melaninsynthese in Melanozyten
(nach [13] und [78])

Die Tyrosinase wird im Endoplasmatischen Reticulum synthetisiert und gelangt Uber den
Golgi-Apparat zum priméaren Melanosom. Dieses entwickelt sich zum sekundéren, tertidren
und schlieBlich zum quartaren Melanosom.

N:  Nucleus

ER: Endoplasmatisches Reticulum

GA: Golgi-Apparat

T: Tyrosinase

I: Primares Melanosom mit intraluminalen Vesikeln

Il:  Sekundares Melanosom (Pramelanosom) mit Filamenten

lll:  Tertiares Melanosom mit Filamenten, an die Melanin angelagert ist

IV: Quartéres (reifes) Melanosom, angeflllt mit Melanin

Wéhrend die Anzahl der Melanozyten von der Hautfarbe unabhéngig und somit bei allen
Menschen gleich ist [95], ist die Tyrosinaseaktivitat bei dunkelhautigen Menschen héher [46]
und die Melanosomen sind gréBer [98]. Die Phaomelanosomen, die rote und gelbe Pigmente
bilden, sind klein (0,7 um) und kugelférmig, wahrend die Eumelanosomen, die braunes oder
schwarzes Pigment produzieren, ellipsoid geformt sind und bis zu 0,9 um messen [91].
AuBerdem unterscheidet sich die Anordnung der Melanosomen in den Keratinozyten: Bei
hellhautigen Menschen liegen die Melanosomen in kleinen Gruppen und sind von einer
Membran umgeben, wahrend die Melanosomen bei dunkelhdutigen Menschen einzeln

verstreut vorliegen [61].
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Uber die Dendriten der Melanozyten wird das Melanin an die umgebenden Keratinozyten
abgegeben, wobei ein Melanozyt etwa 36 Keratinozyten versorgt. Diese Zellen werden
zusammen als epidermale Melanineinheit bezeichnet [88]. Keratinozyten regulieren
Proliferation und Migration der Melanozyten Gber Wachstumsfaktoren, Hormone und
Zytokine [38].

Melanozyten kommen auBerhalb der Haut auch an Schleimhduten [12], Leptomeningen,
Innenohr und Retina [101] vor. Alle Melanozyten des menschlichen Kdrpers kdbnnen Melanin
produzieren, jedoch sind nur die Melanozyten der Haut in der Lage, das Melanin an
umliegende Zellen weiterzugeben. Mittlerweile wurden bereits Uber 130 Gene identifiziert,
die fur die Entwicklung und Funktion von Melanozyten verantwortlich sind [33].

Die Aminosaure Tyrosin ist das Ausgangssubstrat fir die Melaninsynthese (Abbildung 4). Im
ersten Schritt wird Tyrosin durch das Enzym Tyrosinase in den Melanosomen Uber
Dihydroxyphenylalanin (Dopa) zu Dopachinon oxidiert. Nach der Bildung von Dopachinon
gibt es zwei verschiedene Stoffwechselwege: In einem Fall entsteht durch Ringschluss
Cyclodopa, das Uber Zwischenstufen zu Eumelanin polymerisiert wird und eine braune bis
schwarze Farbe aufweist. Diese Schritte werden durch einen Multiproteinkomplex,
bestehend aus Tyrosinase, den Tyrosinase-verwandten Proteinen 1 und 2 (TRP-1, TRP-2)
und Protein P, katalysiert. Eine andere Mdglichkeit ist die Verbindung von Dopachinon mit
Cystein oder Glutathion. Hierbei entstehen Uber Zwischenstufen Phdomelanine (rote und
gelbe Pigmente) und schwefelhaltige, intensiv rotfarbige Pigmente, sogenannte Trichrome
(nach [18]). In der Haut sind alle Melanine enthalten, wobei das Eumelanin stets der
Hauptbestandteil ist [45].

Da die Tyrosinase als Schlisselenzym der Pigmentierung gilt, wurde in einigen Studien
untersucht, wie die Aktivitdt dieses Enzyms reguliert wird. J. M. Naeyaert et. al. [65]
postulierten, dass die Regulation der Tyrosinaseaktivitat nicht Gber die Genexpression
erfolgen kann, da der Pigmentgehalt von humanen Melanozyten nicht mit dem Gehalt an
Boten-Ribonukleinsdure (messengerRNS, kurz mRNS) der Tyrosinase Kkorrelierte.
Stattdessen scheinen die Tyrosinaseaktivitat und somit der Pigmentgehalt posttranslational

reguliert zu werden, wie K. lozumi et al. [44] zeigten.
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Abbildung 4: Schematischer Ablauf der Melaninsynthese (nach [51] und [52])
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Nach Sonnenbestrahlung der Haut kommt es zu einer Vermehrung des Melanins. Dies liegt
zum einen an der Sofortpigmentierung, die unmittelbar mit der Bestrahlung der Haut durch
langwelliges Ultraviolettlicht (UVA, 300 — 450 nm, maximal wirksame Wellenlangen bei 340
nm) einsetzt: Melaninvorstufen werden in reifes Melanin umgewandelt und die Melanosomen
Die Melanosomen werden an die
Die

in die Dendriten der Melanozyten transportiert.
Keratinozyten abgegeben und dort in die Peripherie der Zellen verlagert [53].
Sofortpigmentierung halt nur wenige Tage an [84].

Die Spatpigmentierung dagegen entsteht hauptsachlich durch kurzwelliges Ultraviolettlicht
(UVB, 250 — 400 nm, starkste Pigmentierungskapazitat bei 297 nm) und beruht auf einer
Steigerung der Synthese von Tyrosinase, einer Zunahme der Melanozytenzahl und des
Melanins [32, 69] sowie dem vermehrten Transfer von Melanosomen in Keratinozyten [86,
106]. Der Effekt der Spatpigmentierung ist nach spéatestens 48 Stunden zu sehen. Zusétzlich
nimmt die Dichte der Melanozyten in chronisch sonnenexponierter Haut zu, da die Zellteilung
der Melanozyten durch UV-Bestrahlung stimuliert wird — dies gilt interessanterweise auch fir
nicht sonnenexponierte Hautareale [93]. Es gibt jedoch groBe Unterschiede bezuglich der
Fahigkeit zur Pigmentierung unter Lichteinfluss [95]. Nach Fitzpatrick werden sechs
Hauttypen unterschieden, wobei | ein sehr heller ,keltischer und VI ein sehr dunkler
Lafrikanischer® Hauttyp ist (Tabelle 2).

Tabelle 2: Klassifikation der Hauttypen nach Fitzpatrick anhand der Hautreaktionen auf 30-
mindtige Sonnenexposition [18]

Typ | Hautrétung | Brdunung | Haut Typ

I immer nie Sommersprossen | ,keltisch*

Il immer gelegentlich | hellhdutig ~germanisch*

1] selten immer mittelstark ~mitteleuropaisch®
pigmentiert

IV | sehrselten | immer dunkelhautig ,mediterran®

\ nie - braun »indisch®

VI nie - schwarz »afrikanisch*

1.2.2 Melasma

Melasma, synonym auch Chloasma genannt, ist eine Hyperpigmentierung der Haut und
Die

braunlichen, scharf und zum Teil unregelmaBig begrenzten Flecken kénnen zu gréBeren

meist symmetrisch an Stirn, Schlafen und Wangen ausgepragt (Abbildung 5).

Arealen konfluieren und verstarken sich bei Sonnenexposition.
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Das Chloasma gravidarum ist eine physiologische Veranderung in der Schwangerschaft, tritt
haufig zusammen mit einer Hyperpigmentierung der Linea alba, der Mamillenhéfe und des
Genitalbereichs auf und bildet sich meist spontan zuriick [103]. Bleibt es Uber langere Zeit
bestehen, spricht man von einem Chloasma gravidarum perstans. Das Chloasma hormonale
tritt bei 10 - 20% der Frauen auf, die Kontrazeptiva einnehmen.

Die Hauptfaktoren fir die Entwicklung dieser umschriebenen, subjektiv stérenden
Hyperpigmentierung sind Ostrogen, Lichtexposition und genetische Disposition. Als
hormonelle Ausléser kommen Schwangerschaft, Einnahme von oralen Kontrazeptiva oder
Ovarialtumoren in Frage [35]. Histologische Kennzeichen sind eine epidermale
Hyperpigmentierung, ein Anstieg von Enzymen der Melanogenese sowie eine erhdhte
Melanozytenzahl [48, 104].

Die therapeutischen Mdglichkeiten begrenzen sich auf die Meidung der ursé&chlichen
Faktoren und die Verwendung eines Sonnenschutzmittels mit hohem Lichtschutzfaktor auch
im UVA-Bereich [71] sowie kosmetische Abdeckung. Es kann versucht werden, die Haut an
den betreffenden Stellen durch eine Behandlung mit Hydrochinon, Tretinoin oder
Azelainsdure zu bleichen [36] — am erfolgversprechendsten scheint derzeit die
Dreifachkombination von Hydrochinon, Tretinoin und Hydrokortison zu sein [82, 102].

Abbildung 5: Melasma an der Stirn einer Patientin (Quelle: Fotoabteilung der Klinik und
Poliklinik fir Dermatologie und Allergologie, LMU Miinchen)
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1.3 Klinische Zufallsbeobachtung bei Chlormadinonacetat

Bei der retrospektiven Auswertung einer 2-Jahres-Zulassungsstudie des Kontrazeptivums
Belara® (Grinenthal GmbH) wurde eine Uberraschende Beobachtung gemacht: Vor
Studienbeginn wurden 29 Patientinnen mit abnormaler Pigmentierung beziehungsweise
Pigmentveranderungen der Haut registriert, die unter vorheriger Einnahme eines anderen
Kontrazeptivums entstanden waren. Unter Einnahme von Belara® wurde eine abnormale
Pigmentierung nur noch bei drei von diesen 29 Patientinnen beobachtet, so dass es in 90%
der Falle offensichtlich zu einem Ruckgang der Pigmentveranderungen kam (Dr. G.
Schramm, Griinenthal GmbH, persénliche Mitteilung).

Belara® ist ein Kombinationsprdparat aus 30 pg Ethinylestradiol und 2 mg
Chlormadinonacetat. Chlormadinonacetat ist ein Derivat von Progesteron und unterscheidet
sich von diesem durch die Substitution von Chlor an C6 sowie einer Acetatgruppe an C17
(Abbildungen 6 und 7). Belara® ist ein Einphasenpraparat und wird 21 Tage lang in gleicher
Dosis eingenommen gefolgt von 7 Tagen Einnahmepause.

Abbildung 6: Strukturformel von Progesteron

@)

Abbildung 7: Strukturformel von Chlormadinonacetat

OCOCH,

Cl
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1.4 Fragestellung der Arbeit

Das Melasma ist eine haufige unerwiinschte Nebenwirkung bei Anwenderinnen von oralen
Kontrazeptiva. Bei einer retrospektiven Auswertung der Zulassungsstudie eines
Kombinationspraparats aus Ethinylestradiol und Chlormadinonacetat (Belara®) fiel ein
drastischer Ruckgang zuvor bestehender Pigmentveranderungen auf. Da andere orale
Kontrazeptiva ebenfalls Ethinylestradiol, jedoch unterschiedliche Gestagenderivate enthalten,
liegt die Vermutung nahe, dass Chlormadinonacetat die Pigmentbildung in der Haut hemmt
beziehungsweise die pigmentférdernde Wirkung der Ostrogene aufhebt. Es ware méglich,
dass diese Hemmung direkt gegen die pigmentbildenden Zellen der Haut, die Melanozyten,
gerichtet ist.

In dieser Arbeit sollte daher untersucht werden, ob Chlormadinonacetat in Anwesenheit von
Ostrogenen die Proliferation und Pigmentbildung von Melanozyten im Vergleich zu
Progesteron hemmt, was den Rickgang der Pigmentveranderungen erklaren kénnte.
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2 Material und Methoden

Far die in der Dissertation beschriebenen Untersuchungen wurden die nachfolgend
aufgefihrten Materialien und Vorgehensweisen angewendet, gegliedert nach den jeweiligen
Methoden.

2.1 Zellkultur

2.1.1 Melanozyten

Es wurden Melanozyten aus menschlicher Haut isoliert, die postoperativ im Rahmen von
routinemaBig durchgeflihrten Zirkumzisionen bei sonst gesunden Kindern gewonnen worden
war. Die in Kultur gezliichteten humanen Melanozyten wurden mit HM und fortlaufender
Nummer bezeichnet. AuBerdem wurde die pigmentierte Melanozytenlinie MNTa6
(freundlicherweise zur Verfugung gestellt von PD Dr. med. Ralf Wienecke, Klinik und
Poliklinik far Dermatologie und Allergologie der LMU Munchen) in den Versuchen eingesetzt.
FUr die Experimente wurden ausschlieBlich dunkel pigmentierte Melanozyten verwendet, die
anhand des duBeren Aspektes der Hautprobe sowie der Farbe des Zellpellets (Abbildung 8)
ausgewahlt wurden.

Abbildung 8: Dunkel pigmentiertes Zellpellet bestehend aus Melanozyten, die aus
menschlicher Haut isoliert wurden, in einem ReaktionsgefaB aus transparentem Kunststoff
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2.1.2 Nahrmedien

Transportmedium fiir humane Melanozyten

500 ml Hanks’ ausgewogene Salzlésung (HBSS; PAA, Pasching, Osterreich, H15-010)
10 ml Penicillin/Streptomycin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, P0781)

1 ml Amphotericin B (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, A2942)

MCDB-Medium

Herstellung des MCDB 153-Grundmediums:

MCDB 153-Pulver (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, M7403) wurde in zweifach deionisiertem
Wasser (Apotheke, Klinikum Innenstadt, LMU Mdinchen) gelést und 15,7 ml
Natriumbicarbonat 7,5% (Gibco, Karlsruhe, 25080-060) zugegeben. Der pH-Wert wurde mit
1 M NaOH (Merck, Darmstadt, C707498) auf 7,4 eingestellt. AnschlieBend wurde das
MCDB-Grundmedium steril filtriert.

Zusammensetzung des MCDB-Na&hrmediums:

MCDB 153-Grundmedium

2% fotales Kéalber-Serum (FKS; Biochrom, Berlin, S 0115)

10% c-FKS (FKS und Chelex 100, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, C7901)

1% L-Glutamin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, G7513)

1,66 ug/ml Choleratoxin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, C8052)

2,5 ng/ml basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF; PeproTech, Hamburg, 100-18B)
264 ng/ml Endothelin-3 (ET-3; Calbiochem Uber Merck, Darmstadt, 05-23-3801)

10 ng/ml Stammzellfaktor (SCF; Tebu-bio, Offenbach, 016300-07-B)

Reduziertes MCDB-Medium
Zusammensetzung:

MCDB 153-Grundmedium
1% FKS

1% c-FKS

1% L-Glutamin

0,5 ng/ml bFGF

2 ng/ml SCF
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Melanozyten-Wachstumsmedium (PromoCell, Heidelberg, C-24010) enthalt folgende

Wachstumsfaktoren:

Rinderhypophysenextrakt (BPE) 0,4%
bFGF 1 ng/ml
Insulin 5 ug/ml
Hydrocortison 0,5 pg/ml
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) 10 ng/ml

Nahrmedium fir MNTa6
Dulbeccos modifiziertes Eagle-Medium (DMEM; PAA, Pasching, Osterreich, E15-810)
10% FKS

2.1.3

2.1.4

Chemikalien

Bacillol AF (Bode Chemie, Hamburg, 973380)

Ethanol 80% (Apotheke, Klinikum Innenstadt, LMU Minchen)

HBSS (PAA, Pasching, Osterreich, H15-010)

Dispase Il (Roche, Penzberg, 10 165 859 001)

Trypsin/EDTA 0,05% (PAA, Pasching, Osterreich, L11-660)

DMEM, thermostabil, ohne L-Glutamin (PAA, Pasching, Osterreich, E15-082)
FKS (Biochrom, Berlin, S 0115)

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS; PAA, Pasching, Osterreich, H15-001)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA; Sigma-Adrich, Taufkirchen, E5134)

G 418 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, G8168)

Dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D2650)

Steriles Wasser (Apotheke, Klinikum Innenstadt, LMU Minchen)
Transportmedium fir Melanozyten (siehe 2.1.2)

Nahrmedien (siehe 2.1.2)

Einwegartikel und Gerate

Zentrifugenréhrchen 15 ml und 50 ml (Cellstar Gber Greiner, Frickenhausen, 188271/
227261)
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10 cm TC-Petrischale (TPP Uber Peske, Aindling-Arnhofen, 93100)

Zellkulturflasche 25 cm? und 75 cm? (Cellstar Uber Greiner, Frickenhausen, 690175/
658175)

Kryoréhrchen 1,8 ml (Nunc, Wiesbaden, 368632)

Pasteurpipetten 230 mm (VWR, Darmstadt, 612-1702)

Mikroliterpipetten 0,5-10 ul und 20-200 ul (Eppendorf, Hamburg)

Pipettierhilfe Pipetman P 20 und P 1000 (Gilson, Bad Camberg)

Pipettenspitzen 10 pl/ 200 pl/ 1 ml Eppendorf (Sarstedt, Numbrecht, 70.1115/
70.760.002/ 70.762)

Pipetten steril 2/ 5/ 10/ 25 ml (Sarstedt, Nimbrecht, 86.1252.001/ 86.1253.001/
86.1254.001/ 86.1685.001)

Pipetten steril 50 ml (Greiner, Frickenhausen, 768180)

Pipettierhilfe Pipetboy acu (Tecnomara, Fernwald)

Laborflaschen 100 und 250 ml (Duran, Schott, Wertheim/Main)

Erlenmeyerkolben 100 ml (Duran, Schubert & WeiB3, Minchen, 9.141.154)

0,22 pm-Filter (Millipore Uber Zefa-Laborservice, Minchen, SLGP033RS)
Magnetrihrer (lkamag RCT, IKA, Staufen)

pH-Meter (inoLab, Weilheim)

Pinzette, 160 mm, gerade/spitz (Wagner & Munz, Minchen, 9.171.115)

Skalpell (Feather, KélIn)

Bunsenbrenner (Typ Labogaz 206, ADG Paris, Frankreich)

Qualifreeze Kryo-Einfriergerat (Qualilab, Olivet, Frankreich, 115650)

+4°C KUhlschrank (AEG, Nurnberg)

-80°C Tiefkaltelagerschrank (Hierhammer Kéltetechnik, Miinchen)

Stickstoff-Tank (Messer, Sulzbach)

Inkubator Heracell® 150 (Heraeus, Hanau)

Autoklav Systec 3850 EL (Systec, Wettenberg)

Trockenschrank (Memmert, Schwabach)

Rotixa 50 RS (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen)

Waage (Sartorius BP 221 S, Géttingen)

Sterile Werkbank (Class Il Type A/B3, Nuair™, Plymouth, England)

Lichtmikroskop (CK2-TR, Olympus, Hamburg)

Inverses Lichtmikroskop (Zeiss Axiovert 25 mit AxioCam MRc, Carl Zeiss,
Oberkochen)
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2.1.5 Isolierung von Melanozyten aus Hautgewebe

Die Isolierung der Melanozyten aus menschlichem Hautgewebe erfolgte jeweils tber einen
Zeitraum von vier Tagen.

Nach Eintreffen der im Transportmedium aufbewahrten Hautproben wurden zunachst zwei
Waschschritte mit jeweils 5 ml HBSS durchgefthrt. Daraufhin wurden die Hautproben in 5 ml
80% Ethanol fir etwa 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Absaugen des
Ethanols erfolgte ein weiterer Waschschritt mit 5 ml HBSS. Danach wurden in einer
Petrischale mit sterilen und kurz vor Gebrauch abgeflammten Instrumenten Fett und GefaBe
entfernt und das verbliebene Gewebe in etwa 5 x 5 mm groBe Stlicke zerteilt. Diese wurden
in 5 ml Dispase Il, die vorher zweimal steril filtriert worden war, gelegt und Gber eine Dauer
von 15 bis 18 Stunden bei 4 °C inkubiert.

Am nachsten Tag wurden in einer Petrischale Epidermis und Dermis voneinander gelést und
die Dermis anschlieBend verworfen. Die Epidermisstiicke wurden mit 2 ml 0,05% Trypsin
resuspendiert und tber 2 Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die Trypsinisierung
wurde mit 4-5 ml DMEM und 10% FKS gestoppt und die Suspension anschlieBend mit 1.200
Umdrehungen pro Minute (350 g) Uber eine Dauer von 5 Minuten bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurde das Zellpellet in 5 ml Nahrmedium in
einer 25 cm2-Zellkulturflasche aufgenommen.

Am vierten Tag wurden zwei Waschschritte mit jeweils 3 ml thermostabilem DMEM
durchgeflihrt. Danach erfolgte ein erster Mediumwechsel mit 5 ml Nahrmedium. Das Medium
wurde bis zu einer Oberflachenbedeckung des KulturgeféBes durch die Zellen, im Folgenden
als Konfluenz bezeichnet, von 70-80% zweimal pro Woche gewechselt. Danach wurden die
Zellen im Verhéltnis 1:4 in 75 cm2-Zellkulturflaschen gesplittet.

2.1.6 Mediumwechsel und Splitten von Melanozyten

Vorbereitung

18,61 g EDTA wurden in 100 ml sterilem Wasser gelést. Die 0,5 M L6sung (pH 8,0) wurde
danach steril filtriert. Fir 0,05% EDTA in PBS mussten 1,34 ml dieser Standardlésung mit
500 ml PBS vermischt werden. AnschlieBend wurde die Losung autoklaviert.

Durchfiihrung
Das Medium wurde zweimal pro Woche gewechselt. Wenn der Boden der 75 cm?-
Zellkulturflasche weitgehend konfluent bewachsen war, was einer Zellzahl von etwa 3
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Millionen Melanozyten entspricht, wurden die Zellen im Verhéltnis 1:4 gesplittet. Hierfur
erfolgte zunachst ein Waschschritt mit 5 ml PBS-EDTA. Nach Schwenken und Absaugen
des PBS-EDTA wurden 2 ml 0,05% Trypsin/EDTA zugegeben und die Zellkulturflasche flr
etwa eine Minute in einen 37°C warmen Brutschrank gestellt. Sobald unter dem
Lichtmikroskop erkennbar war, dass sich die Zellen vom Boden gel6st hatten, wurde der
Vorgang der Trypsinisierung mit 4 ml thermostabilem DMEM und 10% FKS gestoppt. Die
Suspension wurde dber 5 Minuten mit 1.200 Umdrehungen pro Minute (350 g) bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes und Resuspension des
Pellets wurden die Zellen gleichmaBig auf vier 75 cm2-Zellkulturflaschen mit jeweils 10 ml
Medium verteilt.

Fir die Zelllinie MNTa6 wurde wie vorbeschrieben ein Nahrmedium aus DMEM und 10%
FKS verwendet. Fir die selbst isolierten humanen Melanozyten wurde zunéachst das MCDB-
Medium verwendet. Beim ersten Mediumwechsel erfolgte eine Umsetzung auf das
Melanozyten-Wachstumsmedium (Abbildung 9).

Abbildung 9: Humane Melanozyten in Kultur (100fache VergréBerung)

Zeigten sich Anzeichen fur eine Fibroblastenkontamination, wurden die Melanozyten Uber
zwei Tage mit der Substanz G 418 (Geneticin) in einer Konzentration von 100 pg/ml versetzt.
Dadurch war eine effektive Beseitigung der Fibroblasten mdglich [41].
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2.1.7 Einfrieren und Auftauen von Melanozyten

Zum Einfrieren wurden die Melanozyten zunéchst bis zu einer Konfluenz von fast 100%
kultiviert. Das weitere Vorgehen war dann zundchst analog dem Splitten: Waschschritt,
Trypsinisierung, Abstoppen und Zentrifugation. Die Resuspension erfolgte mit einem
Gemisch aus 95% inaktivem FKS und 5% DMSO. Danach wurden die Zellen gleichméBig
auf vier Kryordhrchen mit je 1 ml Inhalt verteilt. Um die Zellen mdglichst schonend
einzufrieren, wurden die Rohrchen in einer Box, die eigenstédndig 1°C pro Minute an
Temperatur verliert, bei -80°C gelagert. Am nachsten Tag konnten die Réhrchen in den
Stickstoff-Tank mit einer Temperatur von -180°C Uberflhrt werden.

Zum Auftauen der kryokonservierten Melanozyten wurden die Kryoréhrchen kurzzeitig durch
Schwenken in 37°C heiBem Wasser erwarmt. Der Inhalt wurde zigig mit 4 ml Nahrmedium
vermischt, um das zytotoxisch wirkende DMSO zu verdinnen. Nachdem der gesamte Inhalt
flissig geworden war, erfolgte eine Zentrifugation fir 5 Minuten bei Raumtemperatur mit
1.200 Umdrehungen pro Minute (350 g). AnschlieBend wurden die Melanozyten in 10 ml

Nahrmedium aufgenommen und in einer 75 cm2-Zellkulturflasche ausgesat.

2.2 Immunhistochemie

2.2.1 Antikorper und Chemikalien

e Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) pH 7,6 (Trizma® base von Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, T6066)

e PBS (PAA, Pasching, Osterreich, H15-001)

e Paraformaldehyd (Formaldehydlésung 10%, Fischar, Saarbriicken, 6415071)

e 0,5% Triton X [(100x) in PBS] (Fluka Uber Sigma-Aldrich, Taufkirchen, 93418)

e HMB45 (Enzo, Farmingdale, NY, USA, 30930), 1:4 in Tris verdinnt

e S-100 (Dako, Hamburg, Z0311), 1:1.500 in Tris verdinnt

e TRP-1 (Novocastra, Newcastle upon Tyne, England, NCL-TRP-1), 1:100 in Tris
verdlinnt

e FKS (Biochrom, Berlin, S 0115)

e Maus-anti-Kaninchen-Immunglobuline (Dako, Hamburg, M0737), 1:100 in FKS/Tris
12,5% verdinnt
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e Kaninchen-anti-Maus-Immunglobuline (Dako, Hamburg, Z0259), 1:20 in FKS/Tris
12,5% verdunnt

e APAAP Maus (Dako, Hamburg, D0651), 1:50 in FKS/Tris 12,5% verdinnt

e Fast Red TR/ Naphthol Tabletten (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, F4648)

e Destilliertes Wasser (Apotheke, Klinikum Innenstadt, LMU Mdnchen)

e Hamalaunldésung (Apotheke, Klinikum Innenstadt, LMU Mdnchen)

e Kaisers Glyceringelatine (Merck, Darmstadt, 109242)

2.2.2 Einwegartikel und Gerate

e Objekttrager mit Zellkulturkammern (CultureSlide, 4-well, Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA, 354104)

e Nitrilhandschuhe Rotiprotect® (Carl Roth, Karlsruhe, P780.1)

e Pipettierhilfe Gilson Pipetman P 200 und P 1000 (Gilson, Bad Camberg)

e Pipettenspitzen 200 ul Eppendorf/Gilson (Sarstedt, Nimbrecht, 70.760.002)

e Pipettenspitzen 1 ml Eppendorf (Sarstedt, Niimbrecht, 70.762)

e +4°C Kuhlschrank (Liebherr Comfort, Ochsenhausen)

e Vortex Genie 2 (Model G-560E, Scientific Industries, Bohemia, NY, USA)

e Eppendorf-ReaktionsgefaBe aus Kunststoff 2,0 ml (Peske, Aindling-Arnhofen, 9329-
901)

e Laborabzug (Prutscher, Miinchen)

e Deckglaschen 24 x 50 mm (Peske, Aindling-Arnhofen, 01-2450)

e Lichtmikroskop (Zeiss Axiovert 25, Carl Zeiss, Oberkochen)

2.2.3 Prinzip der APAAP-Methode

Bei dieser immunhistochemischen Farbetechnik wird ein l6slicher Enzym-/Anti-Enzym-
Immunkomplex (Alkalische Phosphatase und Anti-Alkalische-Phosphatase) verwendet. Das
Enzym wird hierfiir im Uberschuss zugegeben, um die Bildung von Préazipitaten zu
vermeiden. Die APAAP-Methode beinhaltet 3 Inkubationsschritte: 1. Unkonjugierter
Primarantikérper, 2. unkonjugierter Sekundarantikérper und 3. l6slicher Enzym-
Immunkomplex, gefolgt von der Farbreaktion. Der Primarantikérper und der Antikérper des

Enzym-Immunkomplexes muissen von derselben Spezies stammen. Der Sekundarantikérper
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muss gegen Immunglobuline dieser Spezies gerichtet sein und wird im Uberschuss
zugegeben. Dadurch fungiert er als Verbindung zwischen Primérantikérper und Enzym-
Immunkomplex (nach [16]).

2.2.4 Durchfiihrung der APAAP-Farbung

Parallel zu den Versuchsreihen wurden Zellen der gleichen Zelllinie auf Objekttragern mit
Zellkulturkammern in einer Dichte von 20.000 Zellen pro Kammer kultiviert. Die
Immunhistochemie nach APAAP-Technik fiar HMB45, S-100 und TRP-1 diente der
Identifizierung der Melanozyten, da diese leicht mit Fibroblasten verwechselt werden kénnen.
Die APAAP-Féarbung erstreckte sich jeweils Uber zwei Tage.

Am ersten Tag wurde das Kulturmedium aus den Kammern abpipettiert und die Kammern
anschlieBend abgenommen. Die Objekttrager wurden 5 Minuten mit Tris/PBS gewaschen.
Unter einem Abzug wurden die Objekttrager etwas getrocknet und dann 150
Paraformaldehyd pro Kammer aufgetragen. Das Paraformaldehyd wirkte etwa 20 Minuten
lang ein. Danach wurden die Objekttrager zweimal fiir 5 Minuten mit Tris/PBS gewaschen.
Im nachsten Schritt wurden die Zellen permeabilisiert, indem je 150 pl 0,5% Triton X pro
Kammer aufgetragen wurde. Nach 15 Minuten Einwirkzeit in der Feuchtkammer wurden die
Objekttrager wiederum zweimal far 5 Minuten mit Tris/PBS gewaschen. Danach wurde mit je
150 pl 20% FKS/Tris pro Kammer dber 15 Minuten in der Feuchtkammer geblockt.
AnschlieBend konnten die Antikdrper gegen HMB45, S-100 und TRP-1 aufgetragen werden
und Uber Nacht in der Feuchtkammer einwirken.

Am néachsten Tag wurden zwei Waschschritte fur jeweils 4 Minuten in Tris-Puffer
durchgefihrt. Fir den S-100-Antikérper war es erforderlich, 100 ul Maus-anti-Kaninchen-
Immunglobuline aufzutragen und eine Stunde in der Feuchtkammer einwirken zu lassen. In
dieser Zeit wurden die anderen Kammern mit 100 pl Tris-Puffer vor dem Austrocknen
geschitzt. AnschlieBend folgten zwei weitere Waschschritte mit Tris-Puffer flr je 4 Minuten,
bevor 100 pl Kaninchen-anti-Maus-Immunglobuline pro Kammer aufgetragen wurden. Der
Leerwert bestand aus 100 ul Tris-Puffer. Nach 30 Minuten Einwirkzeit in der Feuchtkammer
folgten wiederum zwei Waschschritte mit Tris-Puffer fir jeweils 4 Minuten. Danach wurden je
100 ul APAAP pro Kammer aufgetragen, fir den Leerwert wiederum 100 pl Tris-Puffer.
Nach 30 Minuten in der Feuchtkammer wurden zwei Waschschritte mit Tris/PBS
durchgeflihrt. AnschlieBend wurden auf alle Kammern jeweils 100 ul Fast Red Naphthol, das
kurz zuvor mit 1 ml destilliertem Wasser und Tris-Puffer angelést worden war, aufgetragen.
Um eine Uberfarbung zu vermeiden, wurde regelmaBig unter dem Lichtmikroskop die
Anfarbung der Zellen kontrolliert. AnschlieBend wurde dreimal fur je 4 Minuten mit Tris/PBS
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gewaschen. Zuletzt wurde noch eine Gegenfarbung mit Hamalaun durchgefihrt. Diese

bestand aus kurzer Spllung der Objekttrager mit destilliertem Wasser, Einwirkung des

Hamalaun Uber 2 Minuten, dreimaliger Spllung mit Leitungswasser und einmaliger Spllung

mit destilliertem Wasser. Die Objekttrager wurden mit 150 ul Kaisers Glyceringelatine

betraufelt und anschlieBend mit einem Deckglaschen eingeschlossen.

2.3

2.3.1

2.3.2

Versuchsaufbau der Zellkulturexperimente

Chemikalien

PBS (PAA, Pasching, Osterreich, H15-001)

EDTA (Sigma-Adrich, Taufkirchen, E5134)

Trypsin/EDTA 0,05% (PAA, Pasching, Osterreich, L11-660)

DMEM, thermostabil, ohne L-Glutamin (PAA, Pasching, Osterreich, E15-082)

FKS (Biochrom, Berlin, S 0115)

Nahrmedien (siehe 2.1.2)

17B-Estradiol (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, E2257), angel6ést in Ethanol: MCDB-
Grundmedium (1:50)

Progesteron (ICN Biomedicals, Eschwege, 194570), angeldst in Medium
Chlormadinonacetat (GrUnenthal, Aachen), angelést in Ethanol und zweifach
destilliertem Wasser

Einwegartikel und Gerate

Pipetten und Pipettierhilfen (s.o.)
Zentrifugenréhrchen 15 ml und 50 ml (Cellstar Gber Greiner, Frickenhausen, 188271/
227261)
Neubauer-Zadhlkammer (Carl Roth, Karlsruhe)
6-Well-Platten (TPP Uber Peske, Aindling-Arnhofen, 92006)
Inkubator Heracell® 150 (Heraeus, Hanau)
Rotixa 50 RS (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen)
Sterile Werkbank (Class Il Type A/B3, Nuair™, Plymouth, England)
Lichtmikroskop (CK2-TR, Olympus, Hamburg)
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e UVA-Lampe UVASUN 5000 S (Mutzhas, Minchen), 340-440 nm
e UVB-Lampe TL 20 W/12 (Philips, Hamburg), 280-350 nm (Peak 311 nm)
e UV-Meter Typ 585 100 (Waldmann, Villingen-Schwenningen)

2.3.3 Versuchsablauf

Die Zellen wurden zunachst wie in 2.1.6 beschrieben geerntet. Die Zellzahl wurde durch
Zahlung in der Neubauer-Kammer bestimmt: Gezahlte Zellen/4 x 10.000 x Medium
insgesamt [in ml] = Gesamtzahl. Danach wurden die Zellen in gleicher Dichte auf
Kulturschalen mit sechs Kammern, sogenannten 6-Well-Platten, mit 1,5 ml Medium pro Well
ausgesat. Am 3., 5. und 7. Tag erfolgte ein Mediumwechsel. Diesem Medium wurden
unterschiedliche Ostrogen-/Gestagen-Kombinationen zugegeben. In jeder Versuchsreihe
gab es eine unstimulierte Kontrolle, zwei Ostrogen-Gruppen (0,1 nM und 1 nM), drei
Progesteron-Gruppen (100 nM Progesteron, 100 nM Progesteron + 0,1 nM Ostrogen, 100
nM Progesteron + 1 nM Ostrogen) und drei Chlormadinonacetat-Gruppen (100 nM CMA, 100
nM CMA + 0,1 nM Ostrogen, 100 nM CMA + 1 nM Ostrogen).

In einigen Versuchsreihen wurde vor dem Mediumwechsel zusétzlich eine UV-Bestrahlung
(siehe 2.3.4) durchgefuhrt. Am 9. Tag wurden Zellproliferation und Pigmentbildung analysiert.

2.3.4 UV-Bestrahlung

Um eine gleichmé&Bige Strahlenleistung zu erreichen, wurden die UV-Lampen bereits 10
Minuten vor Experimentbeginn eingeschaltet. Ein konstanter Abstand von 43 cm zwischen
UVA-Lampe und Unterlage wurde zur gleichméaBigen Ausleuchtung eingehalten. Vor der UV-
Exposition wurden die Zellen in den 6-Well-Platten mit je 1,5 ml PBS gewaschen, um den
Indikatorfarbstoff aus dem N&hrmedium mdglichst vollstdndig zu entfernen. Die Bestrahlung
erfolgte in frischem PBS (1,5 ml/ Well). Die Bestrahlungsdauer wurde nach Messung der
Leistung mit dem UV-Meter folgendermaBen berechnet: Zeit = Energie / Leistung. FUr die
Bestrahlung wurde der Deckel der 6-Well-Platte abgenommen. Urspringlich war geplant, die
Zellen dreimal — vor jedem Mediumwechsel — mit 20 J/cm? (UVA) bzw. 20 mJd/cm? (UVB) zu
bestrahlen. Da zu viele Zellen abstarben (siehe 3.1), wurde die Bestrahlungsdosis reduziert:
Sie variierte von 10 bis 60 J/cm? fur UVA und von 10 bis 40 mJ/cm? fir UVB. Nach der
Bestrahlung wurde das PBS wieder mit dem Nahrmedium ausgetauscht.
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2.4 Zellbiologische Assays

Zur Untersuchung der Proliferationsaktivitéat der Melanozyten wurde zum einen die absolute
Zahl lebender Zellen durch Z&hlung unter dem Mikroskop mit Hilfe der Neubauer-
Zahlkammer nach Farbung mit Trypanblau (siehe 2.4.1) bestimmt und mit den Kontrollzellen
verglichen. Zum anderen wurde bei jeder Versuchsreihe ein fluorimetrischer Assay (siehe
2.4.2) durchgeflhrt, der die metabolische Aktivitat der Zellen misst.

Die Pigmentbildungsaktivitdt der Melanozyten wurde zum einen anhand der Aktivitat der
Tyrosinase, des Schlisselenzyms der Melanogenese, beurteilt (siehe 2.4.3). Zum anderen
wurde die Menge an Melanin in den Melanozyten pro Versuchsansatz durch
Absorptionsmessung bestimmt (siehe 2.4.4).

2.4.1 Zellvitalitatsanalyse durch Trypanblau-Farbung

2.4.1.1 Chemikalien

e PBS (PAA, Pasching, Osterreich, H15-001)

e EDTA (Sigma-Adrich, Taufkirchen, E5134)

e Trypsin/EDTA 0,05% (PAA, Pasching, Osterreich, L11-660)

e DMEM, thermostabil, ohne L-Glutamin (PAA, Pasching, Osterreich, E15-082)
e FKS (Biochrom, Berlin, S 0115)

e Trypanblau 0,4% (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, T8154), 1:2 mit PBS verdinnt

2.4.1.2 Einwegartikel und Gerate

e Pipetten und Pipettierhilfen (s.o.)

e Inkubator Heracell® 150 (Heraeus, Hanau)

e Eppendorf-ReaktionsgefdaBe aus Kunststoff 1,5 ml (Peske, Aindling-Arnhofen, 120-
086)

¢ Neubauer-Zahlkammer (Carl Roth, Karlsruhe)

e Sterile Werkbank (Class Il Type A/B3, Nuair™, Plymouth, England)

e Lichtmikroskop (CK2-TR, Olympus, Hamburg)
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2.4.1.3 Durchfihrung

Zur Beurteilung der Vitalitdt der Zellen wurden 5 pl Zellsuspension - nach Ablésung vom
Boden der Zellkulturflasche - mit 5 ul Trypanblau vermischt. Lebende Zellen mit intakten
Membranen nehmen den Farbstoff nicht auf, wahrend sich bereits abgestorbene Zellen blau
anfarben. Die blau angefarbten Zellen wurden in der Neubauer-Kammer gezahlt und daraus
die Anzahl abgestorbener Zellen nach folgender Formel ermittelt: Blaue Zellen/4 x 10.000 x
Medium insgesamt [in ml] x 2. Der Faktor 2 in der Formel ergibt sich aus der 1:1-Mischung
von Zellsuspension und Trypanblau. Die Zahl gesunder Zellen in Relation zu der
Gesamtzellzahl stellt ein MaB flr die Lebensfahigkeit der Zellen dar.

2.4.2 Zellvitalitatsanalyse durch fluorimetrischen Assay

2.4.2.1 Chemikalien

e MCDB 153 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, M7403)
e CellTiter-Blue™ Cell Viability Assay (Promega, Mannheim, G8080)

2.4.2.2 Einwegartikel und Gerate

e Pipetten und Pipettierhilfen (s.o.)

e 6-Well-Platten (TPP Uber Peske, Aindling-Arnhofen, 92006)

e 96-Well-Mikrotiterplatte (TPP Uber Peske, Aindling-Arnhofen, 92096)

e Inkubator Heracell® 150 (Heraeus, Hanau)

e CytoFluor™ 2350, Fluorescence Measurement System (Millipore, Schwalbach)
e Sterile Werkbank (Class Il Type A/B3, Nuair™, Plymouth, England)

2.4.2.3 Prinzip

Der CellTiter-Blue™-Assay ist ein fluorimetrischer Test und far die Analyse der
Proliferationsaktivitdt von Zellen in Zellkultur geeignet. Bei erhdhter Zellaktivitat im
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fluorimetrischen Assay im Vergleich zu unstimulierten Kontrollen kann von einer erhdhten
Proliferationsrate ausgegangen werden.

Bei diesem Assay wird Resazurin, ein zellgangiger blauer Redoxfarbstoff, von metabolisch
aktiven Zellen zu dem pinkfarbenen, fluoreszierenden Farbstoff Resorufin umgesetzt. Die
Menge der Umsetzung ist direkt proportional zu der Zahl lebender Zellen. Tote Zellen
dagegen sind nicht in der Lage, ein fluoreszierendes Signal zu erzeugen. Das umgesetzte
pinkfarbene Substrat aus dem Uberstand kann Uber Fluoreszenzmessung mit einem
Fluorimeter quantifiziert werden. Diese Methode ist sehr sensitiv, denn es werden bereits
sehr wenige Zellen erfasst. Die minimal erforderliche Zellzahl betragt 400 (nach [73]).

2.4.2.4 Durchfihrung

Das Nahrmedium wurde aus den 6-Well-Platten abgesaugt und 750 ul MCDB-Grundmedium
und 150 pl CellTiter-Blue™ zugegeben. Die Platten wurden geschwenkt, bis sich der
Farbstoff gleichméaBig verteilt hatte, und anschlieBend flr eine Stunde bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Die Probe fir den Leerwert bestand aus 750 ul MCDB-Grundmedium
und 150 pl CellTiter-Blue™. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden je 2 Proben mit jeweils
100 pl pro Well auf eine 96-Well-Platte pipettiert. Im Fluorimeter wurde die Fluoreszenz des
umgesetzten Substrats mit Hilfe eines integrierten automatischen Messprotokolls gemessen.

2.4.3 Analyse der Pigmentbildungsaktivitat durch 3H-Tyrosin-Assay

2.4.3.1 Chemikalien

e PBS (PAA, Pasching, Osterreich, H15-001)

e EDTA (Sigma-Adrich, Taufkirchen, E5134)

e Trypsin/EDTA 0,05% (PAA, Pasching, Osterreich, L11-660)

e DMEM, thermostabil, ohne L-Glutamin (PAA, Pasching, Osterreich, E15-082)

e FKS (Biochrom, Berlin, S 0115)

e KPOus-Puffer 1 M pH 7,2 (aus di-Kaliumhydrogenphosphat, Merck, Darmstadt, 105104
und destilliertem Wasser, Apotheke, Klinikum Innenstadt, LMU Minchen)

e Penicillin G (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, P7794), angel6st in destilliertem Wasser
(Apotheke, Klinikum Innenstadt, LMU Minchen)
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e Bovines Serum-Albumin (BSA; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, B4287), angeldst in
destilliertem Wasser (Apotheke, Klinikum Innenstadt, LMU Minchen): 100 mg/mi

e Cycloheximid (CHX; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, C4859) in DMSO (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, D2650)

e Chloramphenicol (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, C7795), angel6st in Ethanol absolut
(Apotheke, Klinikum Innenstadt, LMU Minchen)

e L|-Dopa (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D9628), angel6st in 0,5 M HCI (aus HCI 25%,
Merck, Darmstadt, 100.376)

¢ Nonidet® P40 Substitute (Fluka tGber Sigma-Aldrich, Taufkirchen, 74385)

e Natriumdodecylsulfat (SDS; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, L4509), angeldst in
destilliertem Wasser (Apotheke, Klinikum Innenstadt, LMU Mtnchen)

e Tris-HCI pH 7,2 (Trizma® base von Sigma-Aldrich, Taufkirchen, T6066)

e Aprotinin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, A1153), angeldst in zweifach destilliertem
Wasser (Apotheke, Klinikum Innenstadt, LMU Minchen)

¢ Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, P7626), angeldst in
Ethanol reinst (Apotheke, Klinikum Innenstadt, LMU Minchen)

e |-[3,5-3H]-Tyrosin (GE Healthcare, vormals Amersham Biosciences, Muinchen,
TRK200), 1:20 verdiinnt mit Lésung A

e Aktivkohle (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, C4386)

e 0,1 M HCI (aus HCI 25%, Merck, Darmstadt, 100.376)

e Szintillationsfliissigkeit: Ultima Gold™ XR (Perkin-Elmer, Uberlingen, 6013119)

e Methyl-3H-Thymidin, 185 GBg/mmol (GE Healthcare, vormals Amersham
Biosciences, Minchen, TRA120), 1:30 verdinnt

2.4.3.2 Einwegartikel und Gerate

e Pipetten und Pipettierhilfen (s.o.)

e Eppendorf-ReaktionsgefaBe aus Kunststoff 1,5 und 2,0 ml (Peske, Aindling-Arnhofen,
120-086 / 9329-901)

¢ Neubauer-Zahlkammer (Carl Roth, Karlsruhe)

e Inkubator Heracell® 150 (Heraeus, Hanau)

e Eppendorf Zentrifuge 5415R (Eppendorf, Hamburg)

e Vortex Genie 2 (Model G-560E, Scientific Industries, Bohemia, NY, USA)

e +4°C Kuhlschrank (AEG, Nirnberg)

e Lichtmikroskop (CK2-TR, Olympus, Hamburg)
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e 96-Well-Mikrotiterplatte (TPP Uber Peske, Aindling-Arnhofen, 92097)
e Sterile Werkbank (Class Il Type A/B3, Nuair™, Plymouth, England)

Fiir Arbeiten im Radioaktivliabor:

e Sterile Werkbank: Uniflow UV 1200 (UniEquip Laborgeratebau, Martinsried)

e +4°C Kuhlschrank (AEG, Nirnberg)

e Vortexer (Cenco Instrumenten B.V., Breda, Niederlande, 34524-200)

e Inkubator (Bachofer Laboratoriumsgerate, Reutlingen, 492.0630)

e Eppendorf Zentrifuge 5415C (Eppendorf, Hamburg)

e Mikroliterpipetten 2-20 pl und 20-200 pl (Eppendorf, Hamburg)

e Pipettenspitzen 200 ul Eppendorf/Gilson (Sarstedt, Nimbrecht, 70.760.002)

e Makropipette (Macro-Set, vormals Oxford Laboratories, USA)

e Mini Vials C (Carl Roth, Karlsruhe, 5404.1)

¢ Roth-MeBflaschen (Carl Roth, Karlsruhe, 0794.1)

e Szintillationsz&hler: 4000 Series, Liquid Scintillation Counting (vormals United
Technologies Packard), seit 01/2007 Tri-Carb 2800 TR, Liquid Scintillation Analyzer
(Perkin-Elmer, Uberlingen)

2.4.3.3 Ansetzen von Losungen

1. Extraktionspuffer:

98,7 ml Tris-HCI

1 ml Nonidet P40

100 ul SDS 10%

Die Proteinaseinhibitoren Aprotinin und PMSF wurden direkt vor dem Versuch in einer
Konzentration von jeweils 100 pl / 10 ml zugegeben.

2. Lésung A:

0,969 ml KPOa4-Puffer 1 M
1 ul BSA

10 pl Chloramphenicol

10 pl CHX

10 pl Penicillin G

3. Lésung Z:

ldentisch Lésung A mit Zusatz von 0,25 mM L-Dopa
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2.4.3.4 Prinzip

Der 3H-Tyrosin-Assay basiert auf der quantitativen Messung von 3H-H20, das als
Nebenprodukt bei der Konversion von 3H-Tyrosin zu Dopa durch das Enzym Tyrosinase
gebildet wird [40]. 3H-Dopa und 3H-Tyrosin entstehen nahezu im Verhaltnis 1:1 [72]. Durch
den Zusatz von Aktivkohle wird das 3H-Tyrosin gebunden. Der Uberstand enthalt das 3H-
H20, das im Szintillationszéhler gemessen wird.

2.4.3.5 Durchfiihrung

Zunachst wurden die Zellen wie weiter oben beschrieben geerntet, gezahlt und zentrifugiert
mit 5.000 Umdrehungen pro Minute (1.200 g) Uber 5 Minuten bei Raumtemperatur. Das
Zellpellet wurde zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend in Extraktionspuffer
resuspendiert. Um eine optimale Durchmischung zu erhalten, wurde zusatzlich gevortext. Es
folgte eine Inkubation fir mindestens eine Stunde im Kuhlschrank. Danach wurde bei 4°C
Uber 2 Minuten mit 12.000 Umdrehungen pro Minute (9.500 g) zentrifugiert, so dass sich die
aufgebrochenen Zellhiilllen am Boden der ReaktionsgefiBe absetzten. Aus dem Uberstand,
der unter anderem die Tyrosinase enthielt, wurden je 30 pl entnommen und in eine 96-Well-
Platte pipettiert. Diese wurde mit 10 ul Lésung Z, die den fur die Tyrosinase nétigen Cofaktor
L-Dopa enthielt, und 10 pl 3H-Tyrosin fir eine Stunde im Brutschrank inkubiert. In dieser Zeit
konnte die Tyrosinase im Zelllysat aktiv werden und das 3H-Tyrosin verarbeiten. Die Probe
fir den Leerwert bestand aus 30 pl Extraktionspuffer, 10 pl Lésung Z und 10 pl 3H-Tyrosin.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden jeweils 40 ul pro Probe in ein Reaktionsgefa3 mit
0,96 ml 0,1molarer HCI-Lésung und darin geldster aktivierter Kohle transferiert. Die
ReaktionsgeféaBe wurden eine Stunde lang alle 10 Minuten gevortext, um ein Absinken der
Kohle zu verhindern. Dann folgte eine Zentrifugation mit 6.000 Umdrehungen pro Minute
(2.800 g) Uber 5 Minuten bei Raumtemperatur. Hierdurch setzte sich das Uberschissige 3H-
Tyrosin an die Kohle gebunden ab. Aus dem Uberstand mit entstandenem 3H-H20 wurden
100 ul in ein GefaB mit 5 ml Szintillationsflissigkeit pipettiert. Durch die Messung der Proben
im Szintillationszéhler konnte nach Abzug des Leerwertes mit Hilfe eines automatischen
Messprotokolls der jeweilige Wert flir die Aktivitdt der Tyrosinase ermittelt werden. Als
Negativkontrolle diente ein GefaB mit Szintillationsflissigkeit ohne Zusatze und als
Positivkontrolle Methyl-3H-Thymidin.
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2.4.4 Analyse der Pigmentbildungsaktivitat durch Messung des Melanin-

gehalts

2.4.4.1 Chemikalien

e PBS (PAA, Pasching, Osterreich, H15-001)

e EDTA (Sigma-Adrich, Taufkirchen, E5134)

e Trypsin/EDTA 0,05% (PAA, Pasching, Osterreich, L11-660)

e DMEM, thermostabil, ohne L-Glutamin (PAA, Pasching, Osterreich, E15-082)
e FKS (Biochrom, Berlin, S 0115)

e 1 MNaOH (Merck, Darmstadt, C707498)

e Melanin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, M8631)

2.4.4.2 Einwegartikel und Gerate

e Pipetten und Pipettierhilfen (s.0.)

e Eppendorf-ReaktionsgefaBe aus Kunststoff 2,0 ml (Peske, Aindling-Arnhofen, 9329-
901)

e |nkubator Heracell® 150 (Heraeus, Hanau)

e Eppendorf Zentrifuge 5415R (Eppendorf, Hamburg)

e Sterile Werkbank (Class Il Type A/B3, Nuair™, Plymouth, England)

e Lichtmikroskop (CK2-TR, Olympus, Hamburg)

e Vortex Genie 2 (Model G-560E, Scientific Industries, Bohemia, NY, USA)

e Sonikator: U 50 control (IKA, Staufen, 2752000)

e +4°C Kuhlschrank (Liebherr Comfort, Ochsenhausen)

¢ Einmalkivetten Halbmikro (VWR, Darmstadt, 634-0001)

e EinmalklOvetten Makro (VWR, Darmstadt, 634-0000)

e Spektralphotometer: SmartSpec™ 3000 (Bio-Rad, Minchen, 170-2501EDU)
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2.4.4.3 Durchfihrung

Fur die Bestimmung des Melaningehalts wurden die Zellen zunachst wie weiter oben
beschrieben geerntet und in 2 ml-ReaktionsgefaBen bei 5.000 Umdrehungen pro Minute
(1.200 g) Uber 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Danach wurden die Zellen mit
500 ul PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde mit 200 pl oder 500 ul NaOH resuspendiert
und die Zellmembran mit Ultraschall aufgebrochen. AnschlieBend wurden die
ReaktionsgefaBe Uber Nacht bei 4°C im Kihlschrank gelagert.

Um eine zuverldssige Messung zu erhalten, wurde eine Eichgerade bestimmt. Hierflr
wurden 20 pl synthetisches Melanin mit 980 pul NaOH vermischt, was einem Melaningehalt
von 200 pg/ml entspricht. Es wurde eine 1:2-VerdUnnungsreihe erstellt, so dass die
Eichgerade aus folgenden Werten bestand: 0 — 12,5 — 25 — 50 — 100 — 200 pg/ml. Zeigte
sich eine lineare Eichgerade, konnte Uber die im Spektralphotometer gemessene Absorption
der Proben bei 405 nm und 475 nm der Melaningehalt bestimmt werden.

2.5 Statistische Auswertung

Zunachst wurden die normierten Werte zu den Referenzwerten ohne Hormonzugabe
gebildet. Zur Klarung der Frage, unter welchen Bedingungen signifikante Unterschiede zum
Referenzwert bestehen, wurden Einstichproben-T-Tests durchgeflhrt. Die einfaktorielle
Varianzanalyse kam zum Einsatz, um zu Uberprifen, zwischen welchen Hormonen oder
Hormonzusammensetzungen statistisch signifikante Unterschiede zu finden sind.

In allen Abbildungen sind Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Fir Testentscheidungen
wurde ein Signifikanzniveau von 0,05 festgelegt. Entsprechend signifikante Ergebnisse
wurden gekennzeichnet (* fur p < 0,05). Ergebnisse mit einem p-Wert > 0,05 wurden als
statistisch nicht signifikant bewertet.

Berechnet wurden alle Ergebnisse mit dem Statistikprogramm ,SPSS® fir
Windows®" Version 15.0.
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3 Ergebnisse

Die Ergebnisse aus den Untersuchungen der Zellkulturen werden gegliedert nach der
jeweiligen Methode (Trypanblau-Féarbung, Proliferationsassay, 3H-Tyrosin-Assay, Messung
des Melaningehalts) dargestellt. Den Versuchen gingen zur Methodenvalidierung
verschiedenste Vorversuche voraus, die aber nicht in der statistischen Auswertung enthalten
sind.

3.1 Trypanblau-Farbung

Die Trypanblau-Farbung wurde zur Festlegung der Bestrahlungsdosis und eines geeigneten
Bestrahlungsschemas benutzt.

Die Zellen wurden am Tag 1 in einer Dichte von 200.000 Zellen pro Well ausgesat. Am Tag 3
erfolgte die erste Bestrahlung, an den Tagen 5 und 7 gegebenenfalls weitere Bestrahlungen.
Am Tag 9 wurden die Zellen nach Schatzung der Konfluenz ausgezahlt und mit Trypanblau
gefarbt, um den Anteil toter Zellen zu bestimmen.

3.1.1 Bestrahlung mit UVA

Die Bestrahlung mit UVA lag im Wellenlangenbereich von 340 bis 440 nm, wobei die fir die
Pigmentierung maximal wirksame Wellenldange 340 nm betragt [18]. Zur Festlegung der
maximal tolerablen UVA-Dosis wurden die Melanozyten ein- bis dreimal mit drei
unterschiedlichen Bestrahlungsdosen (10, 20 und 40 J/cm?) behandelt (Tabelle 3).
Einzeldosen von 10 und 20 J/cm? wurden durch die Melanozyten gut toleriert. Da die
Bestrahlung mdglichst zeitnah zur Auswertung erfolgen sollte und eine dreimalige Dosis von
40 J/cm? stark toxisch auf die Melanozyten wirkte, wurden in den Versuchen keine
Bestrahlungen mit 40 J/cm2 durchgefiihrt. Aufgrund einer sehr unterschiedlichen UVA-
Vertraglichkeit der einzelnen Zellen (HM 77, HM 78, MNTa6) variierte die Dosis letztlich von
1 x 10 J/cm? bis 3 x 20 J/cm?2.

38



Tabelle 3: Zellvitalitdt nach UVA-Bestrahlung

Dosis Konfluenz | Gesamtzellzahl | Anteil toter Zellen
1 x 10 J/cm? 90 % 622.500 2.4 %
2 x 10 J/cm? 90 % 802.500 2,8 %
3 x 10 J/cm? 70 % 487.500 3,1%
1 x 20 J/cm? 90 % 915.000 2.5%
2 x 20 J/cm2 80 % 727.500 41 %
3 x 20 J/cm2 60 % 375.000 4.0 %
1 x 40 J/cm? 80 % 577.000 52 %
2 x 40 J/cmz2 70 % 465.000 4.8 %
3 x 40 J/cm? 50 % 232.000 16,1 %

3.1.2 Bestrahlung mit UVB

Die Bestrahlung mit UVB lag im Wellenlangenbereich von 280 bis 350 nm mit einem Peak
bei 311 nm. Die starkste Pigmentierung wird bei 297 nm erreicht [18]. Da laborintern bereits
Ergebnisse aus Vorexperimenten zur Festlegung der maximal tolerablen UVB-Dosis
vorlagen, wurden weniger Bestrahlungsschemata ausgetestet als unter UVA (Tabelle 4).

Tabelle 4: Zellvitalitdt nach UVB-Bestrahlung

Dosis Konfluenz | Gesamtzellzahl | Anteil toter Zellen
3 x 10 md/cm? 90 % 420.000 7.1 %
1 x 15 md/cm?2 80 % 202.500 3,7 %
2 x 15 md/cm?2 70 % 52.500 14,3 %
1 x 20 mJ/cm?2 70 % 345.000 2.2 %
2 x 20 md/cm?2 50 % 172.500 4,3 %
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Nach UVB-Bestrahlung war der Anteil toter Zellen deutlich héher als nach UVA-Bestrahlung.
Auch beziglich der UVB-Vertraglichkeit variierten die einzelnen Zelllinien (HM 16, HM 77,
HM 78, MNTa6). Die Dosis betrug schlieBlich zwischen 1 x 10 mJ/cm? bis 2 x 20 mJ/cm?2.

3.2 Proliferationsassay

Mit dem Proliferationsassay wurden stimulierende und hemmende Effekte der verschiedenen
Hormone auf die Lebensfahigkeit der Melanozyten beurteilt.

3.2.1 Ergebnisse der Vorversuche

Die Vorversuche hatten zum Ziel, Bedingungen festzulegen, unter denen 173-Estradiol die
Melanozytenproliferation am effektivsten stimulierte.

Es wurden folgende Konzentrationen von 17B-Estradiol, im Folgenden vereinfacht als
Ostrogen bezeichnet, ausgetestet: 0,1 nM, 1 nM, 100 nM, 1 pM und 10 pM. Die héchste
Konzentration (10 uM) hatte einen toxischen Effekt auf die Zellen, so dass in den spéateren
Versuchsreihen nur noch die Konzentrationen 0,1 und 1 nM verwendet wurden, was auch
mit Angaben in der Literatur Ubereinstimmte.

In weiteren Vorversuchen wurde Gberprift, ob eine Reduktion der Wachstumsfaktoren im
Nahrmedium zu einer verstarkten Proliferationsférderung durch Ostrogen fiihrte. Die
Hypothese war, dass das normale Nahrmedium bereits Wachstumsfaktoren im Uberschuss
beinhaltete und daher keine zusétzliche Erhdhung der Proliferation durch Ostrogen messbar
sein wilrde. Zum Einsatz kamen hierbei fir die im Labor isolierten und etablierten
Melanozytenlinien das reduzierte MCDB-Medium und das Melanozyten-Wachstumsmedium
mit 10% und 20% Zusétzen. Bei der Zelllinie MNTa6 wurde der FKS-Anteil im Nahrmedium
von 10% auf 1% reduziert oder ganz weggelassen. Es zeigte sich daraufhin ein deutlich
hoéherer Anteil toter Zellen, jedoch keine zusatzliche Proliferationsférderung durch Ostrogen,

so dass in den weiteren Versuchsreihen nur Vollmedien zum Einsatz kamen.
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3.2.2 Ergebnisse der Versuche

In den Versuchen wurden die Effekte von Ostrogen, Gestagenen und Ostrogen-Gestagen-
Kombinationen auf die Melanozytenproliferation getestet und verglichen.

Ostrogen wurde in Konzentrationen von 0,1 und 1 nM eingesetzt. Die
Melanozytenproliferation stieg durch Zugabe von 0,1 nM Ostrogen durchschnittlich um 14%
und durch Zugabe von 1 nM Ostrogen durchschnittich um 19% im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollen. Ein proliferationsférdernder Effekt von Ostrogen wurde in 6 von
13 Experimenten beobachtet. In diesen Versuchen wurde die Proliferation der Melanozyten
durch 0,1 nM Ostrogen durchschnittlich um 27%, durch 1 nM Ostrogen um 35% erhéht
(Abbildung 10).

Abbildung 10: Wirkung von Ostrogen auf die Proliferation humaner Melanozyten

1,6
1,4
1,2 4 T
% m alle Experimente (n = 13)
= 1
c
o
% 08 : i
5 m Experimente mit
= 06 stimulierender Wirkung von
g ’ 17B-Estradiol (n = 6)
0,4
0,2
0
0,1 nM 1 nM
Konzentration von 17B-Estradiol

Dargestellt sind Mittelwert + Standardfehler.

Um Wirkungen der Gestagene auf die Melanozyten zu evaluieren, wurden Progesteron und
Chlormadinonacetat mit und ohne Zugabe von Ostrogen eingesetzt. In Ubereinstimmung mit
der Literatur wurde eine Konzentration von 100 nM gewahlt. Hierbei zeigte sich, dass
Progesteron und Chlormadinonacetat jeweils einen Rilckgang der Proliferation um
durchschnittlich 13% beziehungsweise 11% des Kontrollwertes bewirkten. Durch Zugabe
von Ostrogen (0,1 nM und 1 nM) wurden die hemmenden Effekte der Gestagene teilweise

kompensiert (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Wirkung der Gestagene Progesteron (P) und Chlormadinonacetat (CMA) auf
die Proliferation humaner Melanozyten
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Dargestellt sind Mittelwert + Standardfehler.

Zur Beurteilung der Rolle von ultraviolettem Licht wurden Melanozyten sowohl mit Hormonen
als auch mit UVA (Gesamtdosis: 10 — 60 J/cm?) oder UVB (Gesamtdosis: 10 — 40 mJ/cm?)
behandelt. Die Proliferation wurde durch Ostrogen (0,1 nM und 1 nM) in unbestrahlten, UVA-
und UVB-bestrahlten Melanozyten in einem ahnlichen AusmaR gesteigert (Abbildung 12).

Bei Zugabe von Progesteron (100 nM) oder Chlormadinonacetat (100 nM) dagegen gab es
Unterschiede in den Proliferationsraten: Die Proliferation war am héchsten in UVB-
bestrahlten Melanozyten und am niedrigsten in UVA-bestrahlten Melanozyten (Abbildung 13).
Diese Unterschiede waren jedoch statistisch nicht signifikant. Die hemmenden Effekte der
Gestagene wurden wiederum durch Zugabe von Ostrogen aufgehoben.
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Abbildung 12: Wirkung von Ostrogen mit und ohne UV-Bestrahlung auf die Proliferation

humaner Melanozyten
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Dargestellt sind Mittelwert + Standardfehler.

Abbildung 13: Wirkung der Gestagene Progesteron (P) und Chlormadinonacetat (CMA) mit
und ohne UV-Bestrahlung auf die Proliferation humaner Melanozyten
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Dargestellt sind Mittelwert + Standardfehler.
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In Varianzanalysen wurde bestatigt, dass zwischen den drei Subgruppen (keine UV-
Bestrahlung, UVA und UVB) keine signifikanten Unterschiede bestanden [F(16,14)=0,805,
sig. of F=0,664] und zwar firr keine der experimentellen Bedingungen (univariate F-Tests, p >
0,05). Daher wurden die Daten aus insgesamt 25 Proliferationsassays mit 5 verschiedenen
Melanozytenlinien (13 ohne UV-Bestrahlung, 4 mit UVA- und 8 mit UVB-Bestrahlung) fir die
weiteren statistischen Auswertungen zusammengefasst. Hierbei zeigte sich, dass die
Zugabe von Ostrogen (0,1 nM und 1 nM) die Melanozytenproliferaton um 15%
beziehungsweise 22% steigerte. Diese Werte waren signifikant héher als der Referenzwert
(Proliferation  ohne  Hormonzugabe). Die Behandlung mit Progesteron und
Chlormadinonacetat (jeweils 100 nM) senkte die Proliferationsraten um 13%
beziehungsweise 8%. Die Effekte der Gestagene waren jedoch nicht statistisch signifikant
(Einstichproben-T-Test, p > 0,05). Einen Uberblick iber die normierten Proliferationswerte
(Normierung Uber die Werte ohne Hormonzugabe) gibt Tabelle 5:

Tabelle 5: Proliferation von Melanozyten in Abhangigkeit von Ostrogen und den Gestagenen

Progesteron und Chlormadinonacetat

Mittelwert | Standardfehler | p

Ohne Hormonzugabe 1 0

0,1 nM Ostrogen 1,15 0,038 0,001
1 nM Ostrogen 1,22 0,063 0,002
100 nM Progesteron ) 0,87 0,067 0,063
100 nM Progesteron + 0,1 nM Ostrogen 0,88 0,087 0,192
100 nM Progesteron + 1 nM Ostrogen 0,95 0,080 0,546
100 nM Chlormadinonacetat ) 0,92 0,058 0,186
100 nM Chlormadinonacetat + 0,1 nM Ostrogen | 0,95 0,082 0,522
100 nM Chlormadinonacetat + 1 nM Ostrogen 1,08 0,078 0,308

Auffallig war, dass Progesteron und Chlormadinonacetat in den Experimenten stérker
hemmend wirkten, in denen auch die Melanozytenproliferation durch Ostrogen starker
stimuliert werden konnte. Dies war in 12 (6 ohne UV-Bestrahlung, 3 mit UVA- und 3 mit UVB-
Bestrahlung) von 25 Experimenten der Fall. Varianzanalysen bestéatigten wiederum, dass es
keine signifikanten Unterschiede in den drei Subgruppen gab [F(16,2)=0,265, sig. of
F=0,954], fir keine der experimentellen Bedingungen (univariate F-Tests, p > 0,05). Bei der

Auswertung dieser 12 Versuche sind die Auswirkungen der einzelnen Hormone
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ausgepragter: Die Proliferation der Melanozyten wurde durch 0,1 nM Ostrogen
durchschnittlich um 20%, durch 1 nM Ostrogen um 30% erhéht. Diese Werte waren
wiederum signifikant héher als der Kontrollwert (Abbildung 14).

Abbildung 14: Proliferation von Melanozyten in Abhéngigkeit von Ostrogen
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Dargestellt sind Mittelwert + Standardfehler. * fir p < 0,05.

Bei Zugabe von 100 nM Progesteron sank die Proliferationsrate auf 62% des Referenzwerts,
bei Zugabe von 100 nM Chlormadinonacetat auf 73% (Abbildung 15).

Diese statistisch signifikant hemmenden Effekte der Gestagene konnten durch Zugabe von
Ostrogen teilweise aufgehoben werden. Dennoch war die Proliferation sowohl unter
Progesteron und 0,1 nM Ostrogen, als auch unter Progesteron und 1 nM Ostrogen immer
noch signifikant niedriger als der Referenzwert. Dagegen waren die Proliferationswerte unter
Chlormadinonacetat und 0,1 nM oder 1 nM Ostrogen nicht mehr signifikant niedriger. Einen
Uberblick Uber die normierten Proliferationswerte (Normierung (iber die Werte ohne
Hormonzugabe) gibt Tabelle 6.
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Abbildung 15: Proliferation von Melanozyten in Abhangigkeit von den Gestagenen
Progesteron (P) und Chlormadinonacetat (CMA)
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Dargestellt sind Mittelwert + Standardfehler. * fir p < 0,05.

Tabelle 6: Proliferation von Melanozyten in Abhangigkeit von Ostrogen und den Gestagenen
Progesteron und Chlormadinonacetat (Subgruppe der Versuche, in denen Ostrogen eine
Proliferationssteigerung bewirkt hatte)

Mittelwert | Standardfehler | p

Ohne Hormonzugabe 1 0

0,1 nM Ostrogen 1,20 0,042 0,001
1 nM Ostrogen 1,30 0,105 0,016
100 nM Progesteron ) 0,62 0,086 0,001
100 nM Progesteron + 0,1 nM Ostrogen 0,74 0,095 0,021
100 nM Progesteron + 1 nM Ostrogen 0,67 0,095 0,006
100 nM Chlormadinonacetat ) 0,73 0,073 0,004
100 nM Chlormadinonacetat + 0,1 nM Ostrogen | 0,84 0,101 0,145
100 nM Chlormadinonacetat + 1 nM Ostrogen 0,89 0,094 0,256

In den experimentellen Versuchsreihen ohne UV-Bestrahlung innerhalb der getroffenen
Auswahl (6 von 12 Versuchen) zeigten sich trotz vergleichbarer Proliferationswerte (Tabelle
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7) nur noch signifikante Werte fiir 0,1 nM Ostrogen und fiir 100 nM Progesteron, auch unter

dem Zusatz von 1 nM Ostrogen.

Tabelle 7: Proliferation von Melanozyten in Abhangigkeit von Ostrogen und den Gestagenen
Progesteron und Chlormadinonacetat (Subgruppe der Versuche ohne UV-Bestrahlung)

Mittelwert | Standardfehler | p

Ohne Hormonzugabe 1 0

0,1 nM Ostrogen 1,27 0,075 0,023
1 nM Ostrogen 1,35 0,207 0,152
100 nM Progesteron ) 0,65 0,119 0,033
100 nM Progesteron + 0,1 nM Ostrogen 0,75 0,135 0,139
100 nM Progesteron + 1 nM Ostrogen 0,71 0,068 0,008
100 nM Chlormadinonacetat ) 0,77 0,112 0,094
100 nM Chlormadinonacetat + 0,1 nM Ostrogen | 0,79 0,146 0,221
100 nM Chlormadinonacetat + 1 nM Ostrogen 0,86 0,148 0,376

In Post-hoc Kontrasttests (Bonferroni-korrigiert) konnte gezeigt werden, dass sich die
experimentellen Bedingungen in allen Gruppen signifikant voneinander unterschieden (alle
Versuche: F(7,169)=3,38, sig. of F=0,021; Auswahl der Versuche mit Férderung durch
Ostrogen: F(7,85)=7,92, sig. of F<0,0001; Auswahl der Versuche mit Férderung durch
Ostrogen und ohne UV-Bestrahlung: F(7,37)=3,86, sig. of F=0,0030). Die Bedingungen
unterschieden sich dabei am stérksten und haufigsten bei der Auswahl derjenigen Versuche,
in denen Ostrogen eine Férderung der Melanozytenproliferation bewirkt hatte: In diesen
Fallen waren die normierten Proliferations-Mittelwerte unter Chlormadinonacetat,
Progesteron und der Kombination aus Progesteron und Ostrogen (0,1 und 1 nM) signifikant
niedriger als unter 0,1 nM Ostrogen. Im Vergleich zu 1 nM Ostrogen waren sogar die
Proliferations-Mittelwerte unter Chlormadinonacetat, Progesteron und allen Ostrogen-
Gestagen-Kombinationen signifikant niedriger.

Insgesamt wurden somit hemmende Effekte von Progesteron und Chlormadinonacetat eher
in den Experimenten beobachtet, in denen die Melanozytenproliferation durch Ostrogen

gesteigert werden konnte.
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3.3 3H-Tyrosin-Assay

Durch den 3H-Tyrosin-Assay wurden stimulierende und hemmende Effekte der
verschiedenen Hormone auf die Aktivitdt der Tyrosinase, die das Schllsselenzym der
Pigmentbildung ist, beurteilt.

Insgesamt wurden 20 Experimente mit 4 verschiedenen Melanozytenlinien ausgewertet, die
aufgrund identischer Ostrogen- und Gestagenkonzentrationen im Versuchsaufbau
vergleichbar waren.

Die Tyrosinaseaktivitit der Melanozyten stieg unter 0,1 nM Ostrogen durchschnittlich um 8%
und unter 1 nM Ostrogen um etwa 16% an. Diese Effekte waren statistisch jedoch nicht
signifikant. Bei Zugabe von Progesteron in einer Konzentration von 100 nM oder auch
Ostrogen-Progesteron-Kombinationen glichen die Werte denen der Referenzsituation.
Chlormadinonacetat in einer Konzentration von 100 nM wirkte f6érdernd auf die
Tyrosinaseaktivitat, allerdings lie sich auch dieser Effekt statistisch nicht belegen.

Analog zur Auswertung der Proliferationsassays wurden auch bei den 3H-Tyrosin-Assays
diejenigen 10 Versuche gesondert betrachtet, in denen Ostrogen die Tyrosinaseaktivitat der
Melanozyten stimuliert hatte. Durch Zugabe von 0,1 nM Ostrogen wurde die
Tyrosinaseaktivitit durchschnittlich um 16%, durch 1 nM Ostrogen um 34% erhéht. Dieser
Anstieg war bei 0,1 nM Ostrogen statistisch signifikant, bei 1 nM Ostrogen grenzwertig
signifikant. Bezuglich der Wirkungen der Gestagene ergaben sich keine eindeutigen
Veranderungen. Einen Uberblick (iber die normierten Werte fiir die Tyrosinaseaktivitét
(Normierung Uber die Werte ohne Hormonzugabe) gibt Tabelle 8.

In den Versuchsreihen mit zusatzlicher UVB-Bestrahlung innerhalb der getroffenen Auswahl
(5 von 10 Versuchen) war die Tyrosinaseaktivitat unter Zugabe von 100 nM Progesteron am
niedrigsten (Tabelle 9). Allerdings war dieser Effekt statistisch nicht signifikant.

48



Tabelle 8: Tyrosinaseaktivitit von Melanozyten in Abhangigkeit von Ostrogen und den
Gestagenen Progesteron und Chlormadinonacetat (Subgruppe der Versuche, in denen
Ostrogen eine Steigerung der Tyrosinaseaktivitat bewirkt hatte)

Mittelwert | Standardfehler | p

Ohne Hormonzugabe 1 0

0,1 nM Ostrogen 1,16 0,042 0,009
1 nM Ostrogen 1,34 0,153 0,054
100 nM Progesteron ) 0,97 0,134 0,834
100 nM Progesteron + 0,1 nM Ostrogen 1,13 0,150 0,410
100 nM Progesteron + 1 nM Ostrogen 0,99 0,084 0,908
100 nM Chlormadinonacetat ) 1,15 0,101 0,166
100 nM Chlormadinonacetat + 0,1 nM Ostrogen | 1,13 0,141 0,408
100 nM Chlormadinonacetat + 1 nM Ostrogen 1,17 0,107 0,148

Tabelle 9: Tyrosinaseaktivitit von Melanozyten in Abhangigkeit von Ostrogen und den
Gestagenen Progesteron und Chlormadinonacetat (Subgruppe der Versuche mit UVB-
Bestrahlung)

Mittelwert | Standardfehler | p

Ohne Hormonzugabe 1 0

0,1 nM Ostrogen 1,18 0,103 0,219
1 nM Ostrogen 1,23 0,111 0,102
100 nM Progesteron ) 0,78 0,138 0,179
100 nM Progesteron + 0,1 nM Ostrogen 1,03 0,283 0,927
100 nM Progesteron + 1 nM Ostrogen 0,80 0,105 0,134
100 nM Chlormadinonacetat ) 1,06 0,177 0,749
100 nM Chlormadinonacetat + 0,1 nM Ostrogen | 0,93 0,316 0,854
100 nM Chlormadinonacetat + 1 nM Ostrogen 1,19 0,224 0,449

Die einfaktorielle Varianzanalyse ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den

verschiedenen experimentellen Bedingungen.
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Insgesamt lieBen sich somit weder férdernde noch hemmende Effekte von Ostrogen und den
Gestagenen Progesteron und Chlormadinonacetat auf die Tyrosinaseaktivitat der
Melanozyten belegen.

3.4 Messung des Melaningehalts

Die Messung des Melaningehalts stellt neben der Aktivitat der Tyrosinase eine Moglichkeit
dar, die Effekte der verschiedenen Hormone auf die Pigmentbildung zu beurteilen.

3.4.1 Ergebnisse der Vorversuche

Ziel der Vorversuche war es, eine geeignete Wellenlange fir die spektralphotometrische
Bestimmung des Melaningehalts festzulegen. In der Literatur fanden sich diesbeziglich sehr
unterschiedliche Angaben. Folgende Wellenlangen wurden in den Vorversuchen
ausgetestet: 405 nm, 470 nm, 475 nm und 500 nm. Gut Ubereinstimmende Doppelwerte
zeigten sich bei 405 nm sowie bei 475 nm, so dass diese Wellenldngen in den weiteren
Versuchen Verwendung fanden.

Im nachsten Schritt wurde versucht, eine mdglichst lineare Eichgerade zu erhalten. Hierfur
wurden unterschiedliche ProbengréBen (200 ul und 500 pl) jeweils bei den Wellenlangen 405
nm und 475 nm gemessen. Die Messungen mit 500 pl Probe ergaben deutlich linearer
verlaufende Eichgeraden als die Messungen mit 200 ul Probe.

Die Eichgerade fur 405 nm war bei geringer Melaninkonzentration glnstiger, wahrend die
Eichgerade flir 475 nm bei hdherer Melaninkonzentration genauere Messwerte lieferte
(Abbildungen 16 und 17). Daher wurden alle Messungen sowohl bei 405 nm als auch bei
475 nm durchgefihrt.
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Abbildung 16: Einzeldarstellung von drei typischen Eichkurven bei 405 nm Wellenlange
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Abbildung 17: Einzeldarstellung von drei typischen Eichkurven bei 475 nm Wellenlange
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3.4.2 Ergebnisse der Versuche

Eine Erhdhung des Melaningehalts durch Ostrogen lieB sich bei diesem Test nur in 9 von
insgesamt 25 Versuchen beobachten. In diesen 9 Versuchen stimmten die Messungen bei
405 nm und 475 nm nur in 4 Fallen Uberein. Dieses Problem ergab sich auch bei der
Beurteilung eines eventuellen Effektes der Gestagene. Daher wurde beschlossen,
hormonelle Effekte auf die Pigmentbildung ausschlieBlich Uber die Aktivitat der Tyrosinase

zu beurteilen.
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4 Diskussion

4.1 Die Wirkung von Ostrogen und Gestagenen auf Melanozyten

In dieser Studie wurden die Effekte von Ostrogen, Progesteron und Chlormadinonacetat auf
die Proliferation und Pigmentbildung von humanen Melanozyten untersucht. Die
wesentlichen Ergebnisse dieser Untersuchung lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. Ostrogen fiihrte zu einer signifikanten Férderung der Proliferation.

2. In den Versuchen, in denen Ostrogen eine Férderung der Proliferation bewirkt hatte,
fhrten sowohl Progesteron als auch Chlormadinonacetat jeweils zu einer
signifikanten Hemmung der Proliferation.

Ostrogen fiihrte nicht zu einer signifikanten Erhéhung der Tyrosinaseaktivitét.

Sowohl Progesteron als auch Chlormadinonacetat hatten keine signifikanten Effekte

auf die Tyrosinaseaktivitat.
Hieraus kann man schlieBen, dass das reduzierte Auftreten von Melasma mdglicherweise
eher durch eine Verminderung der Proliferation der Melanozyten und weniger durch eine
Modulation der Tyrosinaseaktivitat in den Melanozyten vermittelt wird.

Bereits frih wurde erkannt, dass humane Melanozyten auf eine Vielzahl hormoneller Reize
reagieren konnen [77]. K. Maeda et al. [59] wiesen nach, dass eine Inkubation mit
hypophysaren und ovariellen Hormonen zu einer Verdnderung in der Morphologie von
humanen Melanozyten fuhrte: Sie wurden gréBer und bildeten mehr Dendriten aus. Die
Hypophysenhormone Melanozyten stimulierendes Hormon (3-MSH), Adrenocorticotropes
Hormon (ACTH), Follikel stimulierendes Hormon (FSH) und Luteinisierendes Hormon (LH)
erhdhten auBerdem die Aktivitat von Enzymen der Melaninsynthese: Tyrosinase und TRP-1.
Unter dem Einfluss der ovariellen Hormone Estradiol, Estriol und Progesteron kam es
dagegen nur zu einem Anstieg von TRP-1.

Die Effekte von Ostrogen auf humane Melanozyten in vitro wurden 1994 von zwei
unabhangigen Arbeitsgruppen publiziert. Es ergaben sich widerspriichliche Ergebnisse: S. H.
Jee et al. [47] beobachteten, dass Ostrogen in einer Konzentration von 1 pM bis 1 nM die
Zellproliferation forderte, jedoch zu einer Abnahme sowohl des Melaningehaltes als auch der
Tyrosinaseaktivitat in Melanozyten fihrte. Im Gegensatz dazu wiesen S. D. McLeod et al.
[60] unter ahnlichen Ostrogen-Konzentrationen (10 pM — 1 nM) eine signifikante Erhéhung
der Tyrosinaseaktivitat und des Melaningehaltes nach. Bei Erhéhung der Tyrosinaseaktivitat
kam es zu einer Abnahme der Zellzahl. Spater wurde von Im et al. gezeigt, dass das
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Ansprechen auf Steroidhormone spenderabhangig ist [42]: Bei Melanozyten von einem Teil
der Spender (drei von acht) bewirkten Ostrogen und Progesteron in Konzentrationen von 1
nM und 100 nM eine Steigerung sowohl der Zellzahl als auch der Tyrosinaseaktivitat,
wahrend Melanozyten anderer Spender keinerlei  Veranderungen  aufwiesen.
Interessanterweise ~ waren  keine  signifikanten Unterschiede  zwischen  den
physiologischerweise vorliegenden Konzentrationen (1 nM) und denen wéahrend einer
Schwangerschaft (100 nM) nachzuweisen.

Unsere Ergebnisse beziiglich der Wirkungen des Ostrogens stimmen weitestgehend mit den
Berichten aus der Literatur tberein: Wir konnten in etwa der Hélfte der Experimente einen
férdernden Einfluss von Ostrogen (0,1 nM und 1 nM) auf die Proliferation oder die
Tyrosinaseaktivitat nachweisen. Dabei war wiederum in etwa der Hélfte dieser Experimente
eine Foérderung sowohl der Proliferation als auch der Tyrosinaseaktivitat erkennbar, wahrend
in den restlichen Experimenten entweder die Proliferation oder die Tyrosinaseaktivitat

stimuliert wurde.

Uberraschend und abweichend zu unseren Befunden ist, dass Progesteron in der Studie von
Im et al. einen férdernden Effekt auf die Proliferation und Tyrosinaseaktivitat hatte, wahrend
es in unseren Experimenten unter der gleichen Konzentration (100 nM) zu einer starken
Hemmung der Proliferation kam und sich kein Effekt auf die Tyrosinaseaktivitat zeigte. Uber
den Einfluss von Progesteron auf Melanozyten existiert insgesamt nur wenig Literatur: K.
Maeda et al. [59] zeigten, dass Progesteron zu einem Anstieg von TRP-1 flhrt, jedoch nicht
zu einer Erhéhung der Tyrosinaseaktivitat. A. M. Hall et al. [39] stellten ebenfalls keine
Veranderung der Tyrosinaseaktivitdt fest, jedoch eine deutliche Abnahme des
Melaningehalts. Ferner hat Progesteron keinen Einfluss auf die Genexpression des
Melanocortin-1-Rezeptors auf Melanozyten [87] — dieser gilt als einer der
Schlisselrezeptoren flr die Melaninsynthese, da bei Aktivierung dieses Rezeptors, die durch
a-MSH, ACTH oder auch ultraviolettes Licht erfolgt, die Melanozytenproliferation und die
Eumelanogenese gesteigert wird [1].

Uber Einfliisse von Chlormadinonacetat auf Melanozyten gibt es keine Daten. Die von uns
erhobenen Ergebnisse zeigen erstmals einen hemmenden Einfluss von Chlormadinonacetat
auf die Proliferation von Melanozyten, jedoch keine signifikante Beeinflussung der
Tyrosinaseaktivitat. Diese Wirkungen gleichen denen des Progesterons, was angesichts der
Tatsache, dass Chlormadinonacetat ein Derivat des Progesterons ist, auch plausibel ist.
Auffallend hierbei ist jedoch, dass Chlormadinonacetat insgesamt weniger stark hemmend
zu wirken scheint als Progesteron: Die Proliferation wird durch Chlormadinonacetat
durchschnittlich auf etwa 73% des Referenzwertes gesenkt, durch Progesteron auf 62%.
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Bezliglich der Tyrosinaseaktivitat liegen die mit Progesteron behandelten Zellen knapp
unterhalb von 100%, die mit Chlormadinonacetat behandelten Zellen dagegen stets Uber
100%. Abgesehen von einer Studie Uber Cyproteronacetat sind in der Literatur keinerlei
Daten zu Effekten von Gestagenen auf humane Melanozyten zu finden. In dieser Studie
wurde nachgewiesen, dass eine durch Androgene ausgeloste Stimulation der
Tyrosinaseaktivitat in genitalen Melanozyten durch Cyproteronacetat antagonisiert werden
kann [94]. Dies bestétigt, dass bestimmte Gestagene auf die Pigmentbildung Einfluss

nehmen kdnnen.

Ostrogen, Progesteron und Chlormadinonacetat zahlen zu den Steroidhormonen, die iber
Steroidrezeptoren ihre Wirkung auslUben. Die Steroidrezeptoren sind intrazellulare
Rezeptoren, die zur Superfamilie der nukledren Rezeptoren zahlen. Humane Melanozyten
besitzen sowohl Ostrogen- als auch Progesteron-Rezeptoren [42]. Es wurden zwei
verschiedene Subtypen von Ostrogenrezeptoren identifiziert: ER-a und ER-B. Diese sitzen
im Zytosol und wandern nach ihrer Aktivierung in den Zellkern. Hier binden sie an
spezifische DNS-Sequenzen und induzieren die Transkription von DNS in mRNS. Daneben
gibt es den transmembrandésen G-Protein-gekoppelten Rezeptor GPR30, der intrazellulare
Signalkaskaden, beispielsweise Uber Kinasen oder Adenylatzyklasen, aktiviert [112]. Dies
geschieht innerhalb von Sekunden bis Minuten, wahrend die Uber den genomischen
Signalweg induzierten Effekte erst nach Stunden aufireten [74]. Uber welchen
Ostrogenrezeptor-Subtyp die beschriebenen Wirkungen in den Melanozyten vermittelt
werden, ist bislang nicht untersucht worden. Mdglicherweise spielt auch die Verteilung der
Rezeptor-Subtypen in der Haut eine Rolle. Wahrend ER-B ubiquitar in verschiedenen
Hautzellen vorkommt, wurde ER-a vor allem in Anhangsgebilden der Haut nachgewiesen
[70,99].

4.2 Vergleich verschiedener experimenteller Ansatze

4.21 Auswahl der Zellen

FUOr unsere Experimente wurden dunkel pigmentierte Melanozyten verwendet. Die Auswahl
erfolgte nach dem &auBeren Aspekt der Hautprobe sowie der Farbe des Zellpellets. Ein
Vorteil von dunklen Melanozyten ist, dass sie sich wesentlich schneller als helle Melanozyten
nach UV-Bestrahlung erholen und wieder proliferativ aktiv werden [11]. Bei Bestrahlung mit
UVB haben dunkle Melanozyten auBerdem einen eindeutigen Uberlebensvorteil, wéhrend

55



nach UVA-Bestrahlung keine signifikanten Unterschiede zwischen hellen und dunklen
Melanozyten eruierbar sind [23].

In den meisten publizierten Studien wurden wie in unseren Experimenten primar gezlchtete
Melanozyten eingesetzt. Ein Nachteil des Gebrauchs dieser Melanozyten ist jedoch, dass
sich mit jeder Zellteilung das Proliferationsverhalten andert: Z. A. Abdel-Malek et al. [5]
stellten bei Melanozyten erwachsener Spender einen drastischen Rickgang der
Proliferationsraten nach einigen Passagen fest (natlrliche Seneszenz).

1999 wurde ein Protokoll namens STOPR (standardized testing of pigmentation regulators)
vorgestellt, das immortalisierte Melan-A-positive Melanozyten flir die Untersuchung von
Effekten auf die Melanozytenproliferation und —differenzierung verwendete [105]. Laut den
Autoren sind primare Melanozyten aufgrund ihrer eingeschrankten Proliferationsfahigkeit
weniger gut fur In-vitro-Studien geeignet als immortalisierte Melanozyten. Allerdings ist die
Immortalisierung selbst eine genetisch bedingte Veranderung, die wiederum von der Realitat
mehr abweicht als die naturliche Seneszenz.

4.2.2 Bedingungen in der Zellkultur

Die aus menschlichem Hautgewebe selbst isolierten Zellen wurden in unseren Experimenten
beim ersten Mediumwechsel auf das Melanozyten-Wachstumsmedium umgesetzt. Dieses
enthélt die Substanz 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat (TPA), synonym auch Phorbol-
12-Myristat-13-Acetat (PMA), in einer Konzentration von 10 ng/ml. Dies ist die optimale
TPA/PMA-Dosis zur Férderung des Melanozytenwachstums [8].

Ein Vorteil von TPA-/PMA-haltigen Nahrmedien ist die nahezu komplette Inhibierung von
Fibroblastenwachstum, welches bei der Kulturetablierung ein Problem darstellen kann. Fir
Pigmentierungsstudien nachteilig ist, dass die Substanz TPA/PMA an sich bereits einen
Einfluss auf die Pigmentierung hat. In verschiedenen Studien bewirkte sie neben der
Erhéhung der Melanozytenzahl [19] eine Stimulation der Tyrosinaseaktivitat [3] sowie bei
héheren Konzentrationen eine starke VergréBerung der Melanozyten auf das 3-10fache der
Norm mit teilweise unregelmaBiger Zellform [21]. Da jedoch in der vorgestellten Arbeit alle
Zellen gleichermaBen in TPA-/PMA-haltigem N&hrmedium kultiviert wurden und
Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle festgestellt wurden, sehen wir hierin keine

Beeinflussung unserer Ergebnisse.

Einen Einfluss auf die Pigmentierung kann auch die Beschichtung der Zellkulturschale
haben: M. Ranson et al. [76] kultivierten Melanozyten auf mit extrazellularer Matrix
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beschichteten Oberflachen. Diese extrazelluldre Matrix sollte die Basalmembran imitieren, an
der epidermale Melanozyten physiologischerweise verankert sind. Auf diese Weise kultivierte
Melanozyten entwickelten groBere Zellkbrper und produzierten mehr Melanin als
Melanozyten, die auf unbeschichteten Oberflachen kultiviert wurden. In Anwesenheit von
TPA/PMA und Choleratoxin wurde zusatzlich die Replikationsrate der Melanozyten
gesteigert. In unseren Experimenten kamen jedoch nur unbeschichtete Zellkulturflaschen
zum Einsatz, so dass ein Einfluss von Oberflachen-Faktoren auf die Proliferation und
Tyrosinaseaktivitat der Melanozyten ausgeschlossen ist.

4.2.3 Effekte der UV-Bestrahlung auf Melanozyten

Es gibt eine Vielzahl von Studien Uber den Einfluss von ultravioletter Strahlung. Bereits 1987
stellle man an Melanozyten nach UVB-Bestrahlung die gleichen morphologischen
Veranderungen wie nach Sonnenlichtexposition fest: Die Zellen bildeten mehr Dendriten aus
und die Zahl der Melanosomen sowie deren Melanisierung nahmen zu [28]. A. Ramirez-
Bosca et al. [75] bemerkten eine dosisabhdngige Abnahme der Zellzahl, jedoch eine
Zunahme der Tyrosinaseaktivitdt und des Melaningehalts nach UV-Bestrahlung. N. S.
Dissanayake et al. [24] wiesen diese Effekte sowohl bei kombinierter Bestrahlung mit UVA
und UVB als auch bei reiner UVA-Bestrahlung nach und K. Nakazawa et al. [67] sogar
bereits bei Einwirkung von Warme (42°C). Die UVB-Bestrahlung fihrte auBerdem zum
Wachstumsstillstand und einer morphologisch sichtbaren Alterung der Melanozyten [2]. Y.
Funasaka et al. [31] gelang die Identifizierung des Mechanismus, Uber den UVB zu einer
verstarkten Pigmentierung fihrt: UVB bewirkt eine vermehrte Genexpression des
Melanocortin-1-Rezeptors und somit eine erhéhte Bindungsaktivitat des MSH-Rezeptors.

In dem GroBteil unserer Experimente blieben die Zellen unbestrahlt, in insgesamt vier
Versuchsreihen erfolgte eine UVA- und in neun Versuchen eine UVB-Bestrahlung. In der
statistischen Auswertung wurden alle Experimente zusammengefasst, da die Werte
innerhalb eines Experimentes jeweils in Relation zu dem Wert ohne Hormonzugabe gesetzt
wurden und durch Normierung der Einzelexperimente férdernde oder hemmende Effekte der
UV-Bestrahlung als Einflussfaktor nicht mehr ins Gewicht fielen.
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4.2.4 Vorrang verschiedener Testmethoden zur Beurteilung der Proliferation

und Pigmentbildungsfahigkeit

In vielen der zuvor genannten Veréffentlichungen [19, 24, 42, 47, 60, 75] wurde zur
Beurteilung der Melanozytenproliferation lediglich die Zellzahl bestimmt. Im Gegensatz dazu
wendeten V. M. Virador et al. [105] in ihrem Protokoll STOPR den MTT-Assay an, der auch
von Q. X. Xu et al. [108] sowie von L. Yang und Y. Deng [110] fur ihre jeweiligen
Melanozyten-Studien benutzt wurde. In diesem Assay wird das gelbe Tetrazoliumsalz MTT
in einen blau- bis violettfarbenen Formazanfarbstoff umgesetzt, wobei die Menge der
Umsetzung mit der Zahl gesunder Zellen korreliert. Die Absorption des Formazanfarbstoffes
wird durch Messung bei einer bestimmten Wellenlange spektralphotometrisch quantifiziert
[64]. Abgesehen von diesem gibt es eine Vielzahl weiterer kommerziell erhaltlicher Assays
zur Bestimmung der Zellzahl: Radioaktive Assays wie etwa bei K. Reid et al. [81]
beschrieben werden heutzutage seltener angewendet, im Vordergrund stehen
colorimetrische, fluorimetrische und luminometrische Methoden.

Fir unsere Untersuchungen setzten wir den Proliferationsassay CellTiter-Blue™ ein. Dieser
fluorimetrische Assay bot neben einer sehr einfachen Handhabung und ausgezeichneten
Sensitivitat den zusétzlichen Vorteil, dass die Zellvitalitat erhalten blieb.

Die gangigsten Assays zur Bestimmung der Tyrosinaseaktivitat arbeiten mit Radioaktivitat. In
einem 1964 von S. H. Pomerantz vorgestellten Assay wurde 3H-Tyrosin eingesetzt, um Uber
die Bildung von 3H-markiertem Wasser, das bei dem ersten Schritt der Melanogenese
(Hydroxylierung von Tyrosin zu Dopa) anféllt, die Tyrosinaseaktivitdt quantifizieren zu
kénnen. Die Messung von 3H-markiertem Wasser ist wesentlich einfacher als die Messung
von 3H-markiertem Dopa und sehr zuverlassig, weil beide Substanzen ziemlich genau im
Verhéltnis 1:1 entstehen [72]. Etwa zur gleichen Zeit wurde ein weiterer radioaktiver Assay
entwickelt, in dem 14C-Tyrosin eingesetzt wurde. Dieser misst die Bildung von radioaktivem
Melanin und Melaninvorstufen. Beide Assays weisen Vor- und Nachteile auf [40]: Beim 3H-
Tyrosin-Assay ist unter anderem eine hohe Hintergrundaktivitdt unvermeidbar, was
insbesondere bei niedriger Tyrosinaseaktivitat ein Problem ist. Vorteilhaft an diesem Assay
sind jedoch seine hohe Sensitivitat und die direkte Messung der Tyrosinaseaktivitat.
Letzteres ist beim 14C-Tyrosin-Assay nicht mdglich, jedoch ist die Hintergrundaktivitat viel
geringer als beim 3H-Tyrosin-Assay.

Abgesehen von radioaktiven Assays nutzten andere Autoren fir ihre Melanozyten-Studien
auch Farbungen [111] oder spektralphotometrische Methoden [22, 43, 57, 59].
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Wir entschieden uns fir den 3H-Tyrosin-Assay, da dieser auch in der Mehrzahl der
Veréffentlichungen, die unseren Versuchen zugrunde lagen [42, 47, 60, 77] angewendet
worden war. Da wir fir die Experimente méglichst dunkel pigmentierte Zellen einsetzten und
ein Nahrmedium verwendeten, das die Pigmentbildung férderte, war die Tyrosinaseaktivitat
hoch und somit auch die hohe Hintergrundaktivitat des 3H-Tyrosin-Assays vertretbar.

4.3 Ausblick

4.3.1 Cokulturen und Hautaquivalente

FOr Melanozyten-Monokulturen konnten wir signifikant hemmende Effekte der Gestagene
bezlglich der Zellproliferation nachweisen. Eine interessante Frage wére nun, welche
Auswirkungen sich in anderen Zellkultur-Modellen wie etwa Cokulturen oder
Hautaquivalenten, die dem realen Aufbau der Haut noch mehr entsprechen, zeigen.

Der Grad und die Qualitat der Pigmentierung werden durch eine Vielzahl von Faktoren
beeinflusst, die aber nicht nur von den Melanozyten abhangen (Tabelle 10).

Tabelle 10: Einflussfaktoren auf die Pigmentierung (nach [109])

Embryonale Entwicklung der Melanoblasten

Uberleben und Differenzierung von Melanozyten

Melanozytendichte

Aufbau und Funktion der Melanosomen

Melaninsynthese: Substratverfligbarkeit, Enzymaktivitat,
Strukturbindungsproteine

Transport der Melanosomen in die Dendriten

Aufnahme der Melanosomen durch Keratinozyten

Verteilung von Melanin in der Haut

Uber Cokultursysteme mit Melanozyten und Keratinozyten existieren zahlreiche Studien. In
diesen wurde ersichtlich, dass Keratinozyten eine essenzielle Rolle bei der Regulation von
Wachstum und Differenzierung der Melanozyten spielen [25]. Auch kontrollieren
Keratinozyten das Verhéltnis von Phaomelanin zu Eumelanin — dieses verschiebt sich bei
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Melanozyten-Monokulturen zuungunsten des Eumelanins, das jedoch physiologischerweise
das Hauptprodukt der Melanogenese ist [27].

Bekannte Modulatoren der Melanogenese sollten daher in der Cokultur untersucht werden
[79]. Das Protokoll STOPR, das eine standardisierte Untersuchung von Regulatoren der
Pigmentierung ermoglichen soll, wurde unter 4.2.1 erwahnt. In der Zwischenzeit gibt es eine
Erweiterung dieses Protokolls fir die Cokultur von Melanozyten und Keratinozyten [55].
Bereits 1995 wurde festgestellt, dass l6sliche Faktoren, die von Keratinozyten sezerniert
werden, die Dendritenzahl der Melanozyten sowie die Anzahl der Zell-Zell-Kontakte
zwischen diesen erh6hen [97].

M. Seiberg et al. [90] bewiesen, dass der Protease-aktivierte Rezeptor 2 (PAR-2) Uber
Interaktionen zwischen Keratinozyten und Melanozyten Einfluss auf die Pigmentierung
nimmt. Interessanterweise sind die Genexpression und die Aktivitdt von PAR-2 in dunkel
pigmentierter Haut héher [9]. Fir die Aktivierung oder Inhibierung dieses Rezeptors, der auf
Keratinozyten exprimiert wird, sind direkte Zell-Zell-Kontakte mit Melanozyten erforderlich.
Modulationen an diesem Rezeptor fuhren zu einer Beeinflussung des Melanosomen-
Transfers in Keratinozyten [89]. Es zeigte sich, dass die Expression des Rezeptors bei UV-
Bestrahlung hochreguliert wird [86] und zu einer verstarkten Aufnahme von Melanosomen in
die Keratinozyten fuhrt [17]. Eine wichtige Rolle fir die Induktion des Melanosomentransfers
spielt der Keratinozyten-Wachstumsfaktor (KGF) [20].

Ein Schllisselrezeptor bei der Melaninsynthese ist der transmembrandse G-Protein-
gekoppelte Melanocortin-1-Rezeptor an der Oberflaiche von Melanozyten [85]. Bei
Aktivierung dieses Rezeptors durch a-MSH und ACTH kommt es zu einer vermehrten
Eumelaninsynthese. Antagonistisch an diesem Rezeptor wirkt das Agouti-Signalprotein
(ASP), das zu einer gesteigerten Phaomelaninsynthese fihrt [109]. Die Agonisten a-MSH
und ACTH entstehen aus dem Proopiomelanocortin (POMC) in Keratinozyten [83] als
Reaktion auf UV-Bestrahlung [92]. Nach Bindung an den Melanocortin-1-Rezeptor kommt es
zu einer Erhéhung an zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP), wodurch die
Transkription von Genen der Pigmentierung, insbesondere des Mikrophthalmie-assoziierten
Transkriptionsfaktors (MITF), erhéht wird [4].

Bei UV-Bestrahlung wurde deutlich, dass im Vergleich zu Melanozyten-Monokulturen in
Cokulturen von Melanozyten und Keratinozyten schon bei weitaus niedrigeren UVB-Dosen
eine Steigerung der Melaninsynthese erreicht wird. Im Gegensatz dazu waren bei UVA-
Bestrahlung keine Unterschiede zwischen Mono- und Cokulturen erkennbar [26]. Die UV-
Bestrahlung induziert durch eine Vielzahl von Faktoren, die von Melanozyten, Keratinozyten
und auch Fibroblasten sezerniert werden, Uber teils komplexe Signalwege eine Steigerung
der Melanogenese (Tabelle 11). Beispielsweise fuhrt die Stimulation von p53 durch UV-Licht
in Keratinozyten zu einer gesteigerten Expression des POMC-Gens, was eine vermehrte
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Sekretion von o-MSH und somit eine Aktivierung des Melanocortin-1-Rezeptors auf
Melanozyten bewirkt.

Tabelle 11: Reaktion verschiedener Hautzellen auf UV-Bestrahlung (nach [109])

Melanozyten | Mikrophthalmie-assoziierter Transkriptionsfaktor (MITF) 1
a-Melanozyten stimulierendes Hormon (a-MSH) 1
Adrenocorticotropes Hormon (ACTH) 1

Keratinozyten | Protease-aktivierter Rezeptor 2 (PAR-2) 1
a-MSH 1

ACTH 1

Endothelin-1 (ET-1) 1

Interleukin-1 (IL-1) 1

Stammzellfaktor (SCF) 1
Nerven-Wachstumsfaktor (NGF) 1

p53 1

Fibroblasten | Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF) 1
Basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF) 1
SCF 1

Eine Weiterentwicklung der Zellkultur stellen die sogenannten Hautéquivalente dar, die eine
Vielzahl zellularer Interaktionen erméglichen. Erste Modelle bestanden nur aus Melanozyten
und Keratinozyten, jedoch war der Aufbau der Hautéquivalente bereits &hnlich der normalen
Haut [15]. Mittlerweile ist es mdglich, Hautédquivalente herzustellen, die neben Melanozyten
und Keratinozyten noch weitere Zellen wie Fibroblasten und Langerhanszellen enthalten [14,
66, 80].

Bei diesen Hautaquivalenten lieBen sich eine verstarkte Pigmentierung, eine erhéhte Zahl an
Melanozyten und mehr Dendriten als Effekte der UVB-Bestrahlung nachweisen [100]. Im
Vergleich zwischen reinen Melanozytenkulturen und Hautaquivalenten hatten die Zellen in
den Hautaquivalenten einen eindeutigen Uberlebensvorteil und produzierten mehr Melanin
nach UV-Bestrahlung [7].
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4.3.2 Effekte weiterer Gestagene

Klinisch wurde bei Anwenderinnen von Kombinationsprodukten aus Ethinylestradiol und
Chlormadinonacetat ein deutlicher Rickgang von zuvor bestehenden
Pigmentveranderungen beobachtet. Aufgrund unserer Ergebnisse darf man annehmen, dass
dies auf einer Hemmung der Melanozytenproliferation durch Chlormadinonacetat beruht.

Um dies zu verifizieren, sind jedoch vergleichende Studien mit weiteren Gestagenen, die
ebenfalls in Kontrazeptiva enthalten sind, noétig. Die in Deutschland erhaltlichen
Kontrazeptiva kénnen auBer Chlormadinonacetat als Gestagen-Anteil Levonorgestrel,
Norethisteron, Norgestimat, Desogestrel, Gestoden, Lynestrenol, Drospirenon, Dienogest
oder Cyproteronacetat enthalten. Abgesehen von einer Studie zu Cyproteronacetat, die unter
4.1 erwahnt wurde, sind in der Literatur bislang keine Daten zu Effekten von Gestagenen auf
humane Melanozyten zu finden.

Weiterfihrende Studien GOber die Beeinflussung der Proliferation und Tyrosinaseaktivitat
durch Gestagene sollten klaren, ob auch andere Substanzen auBer Chlormadinonacetat eine
Hemmung der pigmentbildenden Melanozyten bewirken kénnen. Dies kénnte bei Frauen fir
die Auswahl des Kontrazeptivums zur Vermeidung kosmetisch  stérender
Pigmentveranderungen der Haut bedeutsam sein.
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5 Zusammenfassung

Bei der retrospektiven Auswertung einer Zulassungsstudie fir ein orales Kontrazeptivum mit
den Inhaltsstoffen Ethinylestradiol (30 ug) und Chlormadinonacetat (2 mg) fiel auf, dass bei
90% der Anwenderinnen, die unter vorheriger Einnahme eines anderen Kontrazeptivums
Pigmentstdérungen entwickelt hatten, diese verschwanden. Da sich orale Kontrazeptiva in
ihrem Gestagen-Anteil voneinander unterscheiden, wird der beobachtete Effekt dem
Chlormadinonacetat zugeschrieben. In dieser Arbeit sollte daher untersucht werden, ob
Chlormadinonacetat einen Einfluss auf die Proliferation und Pigmentbildung von
Melanozyten hat.

Fur diesen Zweck wurden humane Melanozyten in vitro den Hormonen Ostrogen,
Progesteron und Chlormadinonacetat ausgesetzt. In einigen Experimenten wurden die
Zellen zusétzlich mit UVA oder UVB bestrahlt. Die Auswertung erfolgte mittels

zellbiologischer Assays zur Analyse der Zellvitalitdt und Pigmentbildungsaktivitat.

Eine signifikante Erhéhung der Melanozytenproliferation nach Stimulation mit Ostrogen
konnte in etwa der Halfte der Versuchsreihen nachgewiesen werden. Unter diesen
Bedingungen hemmten die Gestagene das Melanozytenwachstum signifikant, wobei
Progesteron starker wirksam war als Chlormadinonacetat.

Die Tyrosinaseaktivitat wurde geringfiigig durch Ostrogen wiederum in etwa der Halfte der
Versuchsreihen aktiviert. Gestagene hatten keinen Einfluss auf die Tyrosinaseaktivitat.

Die beobachtete Steigerung der Proliferation und der Tyrosinaseaktivitit durch Ostrogen war
voneinander unabhangig. Diese Ergebnisse stimmen mit anderen Arbeiten aus der Literatur
auch darin Uberein, dass das Ansprechen auf Ostrogen Spender-abhéngig ist.

Uber die Wirkungen von Progesteron auf humane Melanozyten gibt es nur wenige Studien,
die sich zudem ausschlieBlich mit der Tyrosinaseaktivitat befassen: In einer Arbeit stimulierte
Progesteron diese, in zwei weiteren hatte es keinerlei Einfluss. Unsere Versuche ergaben
eine hemmende Wirkung sowohl von Progesteron als auch von Chlormadinonacetat auf die

Proliferation von humanen Melanozyten.

In unserer Studie konnte erstmals eine Hemmung der Melanozytenproliferation durch die
Gestagene Progesteron und Chlormadinonacetat gezeigt werden. Dies kdnnte ein erster
experimenteller Hinweis darauf sein, dass Chlormadinonacetat mdglicherweise im
Gegensatz zu anderen Gestagenkomponenten, die in handelsiblichen Kontrazeptiva zu
finden sind, der Melasma-Bildung vorbeugt. Um dies zu verifizieren, sind weiterfihrende
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Untersuchungen notwendig. Zum einen sollten vergleichende Untersuchungen mit anderen
Gestagenen erfolgen. Zum anderen waren Versuche in weiter entwickelten Zellkultur-
Modellen wie Cokultur-Systemen aus epidermalen Zellen oder Hautaquivalenten interessant.
Diese Ergebnisse kénnten flir Frauen bei der Auswahl des Kontrazeptivums zur Vermeidung
kosmetisch stérender Pigmentveranderungen der Haut bedeutsam sein.
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