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1 Zielsetzung

Zielsetzung dieser Arbeit ist es

a) an einem definierten, geeigneten Mausmodell die exakte Lokalisation und Verteilung
des Proteines Transforming Growth Factor-3 2 (TGF-132) wéahrend der einzelnen Sta-

dien des Haarzyklus zu charakterisieren,

b.) an einem geeigneten humanen in vitro Modell die Potenz von TGF-32 zur Katagenin-

duktion und seine Folgen fur das Haarfollikellangenwachstum zu Uberprifen,

c.) an diesem gut definierten Modell die Auswirkungen von Tretinoin auf humane Haar-
follikel hinsichtlich des Haarzyklus und des Haarfollikellangenwachstums zu untersu-
chen,

d.) die Expression der TGF-[3 Isoformen in den Tretinoin kultivierten humanen Haarfolli-
keln mit unbehandelten Kontrollfollikeln mittels Immunfluoreszenz qualitativ und auf

RNA Ebene durch eine TagMan PCR quantitativ zu vergleichen

e.) sowie eine mogliche Neutralisation deser Tretinoin - Effekte auf humane Haarfol likel
in vitro durch einen Anti-TGF-3-Antikorper zu testen.

f.) Auf Grundlage der erhobenen Daten zur Expression von TGF-[22 im Mauszyklus und
der mit Tretinoin und TGF-32 kultivierten humanen Haarfollikel sollen Erkenntnisse
beziiglich der mdglichen Hochregulation von TGF-32 durch Tretinoin gewonnen wer-
den. Vor dem Hintergrund der Literatur soll die Rolle von TGF-32 als moglicher Me-

diator der Retinoide und dessen Bedeutung fur die Haarforschung diskutiert werden.
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2 Einleitung

21 Retinoideund Tretinoin
211 Entdeckung und Definition von Retinoiden

Retinoide sind synthetische Derivate des Vitamin A (Retinol). In ihrer Struktur und biolo-
gischen Wirkungen @hneln sie sehr dem natlrlichen Vitamin A, fir dessen Strukturermitt-
lung Karrer et al. 1931 den Nobelpreis erhielt (Abb. 1a). Bei dem Molekdl Vitamin A
kann leicht die carboxische Endgruppe, die polypene Kette oder der aromatische Ring
substituiert werden, so dass es aufgrund dieser Eigenschaften fur Modifikationen ideal
geeignet ist. Es wurden 3 Generationen von synthetischen Retinoiden entwickelt:

nichtaromatische Retinoide,
monoaromatische Retinoide,

polyaromatische Arotinoide.
Durch Oxidation von Retinol zu Retinal entstand vor 30 Jahren all-trans Retinoic Acid
(Tretinoin), das erste kommerziell hergestellte Retinoid (Abb. 1b). Es findet seitdem

hauptsachlich im Rahmen Akne Therapie Verwendung (Klingman 1998, Gollnick und
Krautmann 2003).

COOCH
\\\\OH NN

Abb. 1a. all-trans Retinal (Vitamin A) b. Tretinoin (all-trans Retinoic Acid)
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2.2 Allgemeine biologische Effekte von Retinoiden

Das Spektrum der hiologischen Effekte von Retinoiden ist sehr mannigfatig (Abb. 2). Sie
sind existenziell fir die zellulére Differenzierung (reviewed in Love and Gudas 1994, Ma-
den and Hind 2003) und Morphogenese (reviewed in Hoffmann and Eichele 1994, Maden
2000).

1925 untersuchten Wolbach und Howe die Gewebeveranderungen von Ratten unter Vita-
min A Mangel. Bei diesen Ratten waren vor allem die epithelialen Gewebe Veranderun-
gen durch Differenzierungs- und Proliferationsstorungen unterworfen. Betroffen waren
insbesondere die Haut, Trachea, Schweil’driisen, Kornea und Geschlechtsorgane. Diese
Relevanz der Retinoide fur Wachstum, Differenzierung und Erhaltung von Epithelien re-
sultiert ausihrem Einfluss auf die Zellproliferation.

Fell und Mellanby haben 1953 an Hihnerembryonen eine Inhibition der Keratinisation
durch Retinoide festgestellt. Die gleichen morphologischen Verdnderungen beobachtete
auch Peck et a. 1977 bei Behandlung mit all-trans Retinoic Acid und entdeckte Reversibi-
litét sowie Dosis- und Zeitabhangigkeit dieser Keratinisationsinhibition.

Die frihen Studien von Wollbach und Howe (1925) lief3en ebenfalls einen Zusammen-
hang zwischen Vitamin A Mangd und Immunfunktionsstérungen vermuten, da die Ver-
suchstiere unter Vitamin A Mangel eine Unterentwicklung der lymphatischen Organe
aufzeigten. Weitere Versuche deckten die Fahigkeit von Retinoiden zur Immunmodulation
auf, und zwar durch Stimulation von humoraer und zellvermittelter Immunitét. AulRerdem
besitzen Retinoide antiinflammatorische Aktivitét, indem se Immunfaktoren wie Leuko-
zyten oder proinflammatorische Zytokine herunterregulieren (Wolf 2002). Dubertret et al.
(1982) beobachtete eine verminderte Neutrophilen Migration nach oraler Gabe von dem
Retinoid Etretinate.

Des Weiteren sind Retinoide an der Synthese von dermaler Matrix in der Haut und an der
Angiogenese betelligt (Sporn MB, Roberts AB, Goodman DS 1994, Axel et d., 2001).
Retinoide sind auf3erdem in die Karzinogenese involviert (Sun and Lotan, 2002). Experi-
mentelle Karzinogenesemodelle haben eine Behinderung der Tumorentwicklung durch
Retinoide in verschiedenen Geweben gezeigt (Kraemer et al., 1988, Rahan and Knaur
2003).
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Neuere Untersuchungen zeigten, dass Retinoide die Expression einiger kritischer Zell-
Zyklus Gene steuern und damit auf den programmierten Zelltod (Apoptose) Einfluss neh-
men (Sanders und Wride, 1995; Bosman et al., 1996; Cole und Prasad, 1997, Somaet a.,
2001, 2002).

Eine weitere wichtige Funktion haben Retinol und seine Derivate bei der Photopigment-
bildung in der Retina des Auges (John C Saari, 1994).

* Epitheliale Differenzierung und

) ] ] Erhaltung
» Korticosteroid-Antagonismus * Synthese dermaler Matrix

* Anti-neoplastisch \\ ‘ // * Anti-inflammatorisch

* Morphogenese ~ ——— ————  « Melanotropismus
* Proliferation / \ * Sebolytisch
* Angiogenese * Photopigmentbildung in der

¢ Immunmodulation Retina

Abb. 2: Biologische Vidfalt der Retinoide (modifiziert nach Kligmann 1998)

2.2.1 Therapie und Nebenwirkungen von Retinoiden

Aufgrund der Vielzahl von biologischen Funktionen der Retinoide ergibt sich eine noch
grofere Anzahl von klinischen Applikationen (Brtko and Thalhamer 2003). Abbildung 3
zeigt einige der Hautkrankheiten auf, die mit Retinoiden therapierbar sind. Retinoic Acid

hat sch dank seiner inhibierenden Wirkung auf Proliferation und Differenzierung in ver-
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hornenden Epithelien zur Behandlung einiger Dermatosen durchgesetzt. Besonders bei der
Akne Therapie wirkt Tretinoin (all-trans Retinoic Acid) und Isotretinoin (13-cis Retinoic
Acid) bel 80-90% der Patienten gut bis sehr gut aufgrund seiner komedolytischen, seboly-
tischen und anti-inflammatorischen Eigenschaften (Gollnick 2003).

Der ,Antikeratineffekt* der Retinoide ist der Angriffspunkt der Medikamente bei Krank-
heiten mit pathologisch verhornender Epidermis wie z.B. Psoriasis, Ichthyosis oder Kera-
tosis (Kligmann, 1998).

 Akne vulgaris und . N
g ¢ Wundheilungsstérungen

verwandte Formen

] i * Hypertrophe
* Striae-Distensae yp p
Narben

e Lichtalterung ——— - ——————— e« Rosazea

* Depigmentierung / \ * Virusinfektionen

* Chemotherapie und S
* Keratinisationsstorungen
Prophylaxe von

Tumorerkrankungen

Abb.: 3 Therapeutische Viefalt der Retinoide (modifiziert nach Kligmann 1998)

Das vielseaitige therapeutische Potential der Retinoide wird durch ihre Nebenwirkungen,
die teilweise schon in pharmakologischen Dosen auftreten, begrenzt (Tabelle 1). Nach nur
einmaliger sehr hoher Verabreichung weisen Retinoide noch relativ geringe Toxizitét auf.
Im Tierversuch wurden orae bzw. parenterale Dosen bis zu 1000 mg/kg ohne gréi3ere

Nebenwirkungen beobachtet. Erst nach wiederholten Gaben reduzierten sich die gut ver-
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tragenen Dosen. Dies deutet darauf hin, dass die Bindungskapazitéten der Transport- bzw.
Bindungsproteine der Retinoide Uberschritten wurden und erst ungebundene Retinoide fir
den Korper toxisch sind (Goodman 1974, 1984). Bei akuter Uberdosierung von Vitamin A
oder Retinoiden sind vor alem neurologische Nebenwirkungen wie Reflexverlust, Kopf-
schmerzen, Muskelschwéche, erhdhter Liquordruck und sogar Koma zu beobachten (The
Retinoids, MB Sporn, AB Roberts, DS Goodman, 1994).

Die Kennzeichen chronischer Retinoid Uberdosierung, der ,Hypervitaminose A“, sind
reduzierte Nahrungsaufnahme, Gewichtsverlust, Schwéche, reduzierte Bewegungsaktivi-
tét, Knochen+ und Hautl&sionen bis hin zum Tod.

An der Haut zeigen sich vor alem Erytheme, Haarausfall, epitheliale Hyperplasie, Schup-
pung und Brichigwerden der oberen Hornschichten, tellweise serdse Dermatitis, Pigment-
verlus und Verminderung der Talgdrisenproduktion (Studor, 1950; Kamm, 1982;
Teelmann, 1981). Die Auswirkungen der Retinoide auf die Haut sind dosisabhéngig und
reversibel.

Eine sehr wichtige Nebenwirkung aller bisher bekannten Vitamin A Abkémmlinge sowie
des Vitamin A selbst ist der Einfluss auf die embryonale bzw. fotale Genese. Abhangig
vom Zeitpunkt der Embryogenese fuhrte Tretinoin im Tierversuch zu Morphogenese- und
Differenzierungsstérungen (Geelen 1979). Die beobachteten Mif3bildungen betrafen vor-
wiegend das Skelettsystem (Gaumenspalten, Gliedmal3endeformationen), das Nervensys-
tem (Enzephalus, Anophthalmie) und in seltenen Félen die parenchymattsen Organe
(Sporn et a., The Retinoids, 1994).
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Tabelle 1: Die Nebenwirkungen der Retinoide im Tierexperiment

Wirkung Vitamin A Tretinoin
Kor pergewicht:
verminderte Zu- bzw. Abnahme ++ ++
Haut:
Erythem + ++
Proliferation (Akanthose) + ++
Hyperkeratose + ++
Haarausfall + ++
s.c. Blutungen + +
Blut:
hypochrome Anamien + ++
GOT, GPT - Anstieg ++ ++
Alkalische Phosphatase - Anstieg +++ +++
Triglycerid - Anstieg + +
Organe:
L ebervergrofierung +++ ++
L eberverfettung ++ ++
Herzverfettung + -
Organverkakungen ++ +
Nephrosen + -
vermind. Spermiogenese + +
Kelett (prim. Nager):
vermind. Knochenwachstum ++ ++
vorzeit. Verschluf? der Epiphysenfuge |+ +
Aktivierung der Osteoklasten ++ ++
Knochenfrakturen ++ ++
Nervensystem:
erhohter Liquordruck ++ +
Hydrozephalus + ?
Fortpflanzung:
Teratogenitéat ++ ++

(modifiziert nach Bauer Gollnick, Retinoide in der Praxis, 1984)

+ bis+++ => |eichter bis starker Einfluss, - => kein Einfluss
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2.2.2 Retinoid bindene Proteine und Retinoid Rezeptoren

Aufgrund der hydrophobischen Natur und Labilitdt der Retinoide benétigt der Koérper fur
den Transport dieser Molekille spezielle Carrier Proteine. Retinol (Vitamin A) wird zur
Beforderung im Blutserum von der Leber, dem Speicherort der Retinoide, zu seinen Ziel-
zellen an ein spezifisches retinol- binding protein (RBP) gebunden, welches zusétzlich
einen Komplex mit Préalbumin bildet (Goodman; 1984). Im Gegensaiz zum Retinol bend-
tigt Retinoic Acid kein spezifisches Transport- Eiweil3 im Blut, sondern wird durch Kom-
plexbildung an Serumabumin gebunden und seinem Wirkort zugefihrt (Sporn et a., The
Retinoids, 1994).

Auch im Zytoplasma der Zelle gibt es Proteine, die Retinoide spezifisch und mit hoher
Affinitdt binden. Bis jetzt wurden vier intrazelluldre Retinoid- bindende Proteine be-
schrieben: cellular retinol-binding protein | (CRBP I); cellular retinol- binding protein
type Il (CRBP I1); celular retinoic acid- binding protein | (CRABP 1) und cellular retinoic
acid binding protein type I (CRABP I1). Sie gehtren zur Familie der Fettsaure- bindenden
Proteine (FABP). Beobachtungen haben gezeigt, dass Bindungsproteine eine wichtige
Rolle bel der Steuerung des Retinoid- Metabolismusses spielen, dadurch dass Retinoide
im gebundenen Zustand nur fir bestimmte Enzyme verfigbar sind (Chytil, Ong and New-
comer; 1994).

Zwel verschiedene Klassen von nuklearen Rezeptoren sind fir Retinoide identifiziert wor-
den: Retinoic Acid Rezeptor (RAR) und Retinoic X Rezeptor (RXR), fir die jewells drel
Isotypen (a, b, g) existieren (Klaholz et al., 2000, Kelly et al., 2001, Wei 2003)). Die nuk-
learen Retinoid Rezeptoren sind hoch konserviert (>75% Aminosdureidentitéat) und man
findet sie in Saugern, Vogeln und Amphibien. Sie gehéren zur grof3en Familie der Ligan-
den induzierbaren Transkriptionsfaktoren, zu denen man z.B. auch die Steroid-, Vitamin
D- und Thyroid Hormon Rezeptoren zahlt (Pemrick et al., 1994). Wahrend Tretinoin (all-
trans Retinoic Acid) vor alem an die RAR Isotypen bindet, bevorzugt 9-cis Retinoic Acid
den RXR Rezeptor (Feng et ., 1997).
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Bel der Retinoid— Signaltransduktion ist die Expression der Zielgene mit der Verfligbar-
keit der Retinoide verknUpft und wird auf verschiedenen Ebenen reguliert (Abb.:4)

O B )

ROH—T———»ROH <4 P»RE
(Speicher in der Leber)
ADH ¢

raL L2 @ —
! ALDE\ /7/ RARE 1000
>

at-RA at-RA

/ RXR
inaktive Me- T 3 O
+

taboliten —Y 7 RXRE (000,
— /

\ CRABP | ocis-RA /
Zytoplasma

Abb.: 4 DieRetinoid- Signaltransduktion

(modifiziert nach Sporn, Roberts, Goodman; The Retinoids, 1994)

In diesem Modedl ist die Retinoid Signaltransduktion vereinfacht dargestellt. Die Zelle verfigt
Uber al-trans Retinoic Acid (at-RA) auf drei Wegen. Es gelangt zum einen direkt aus der Blutzir-
kulation in das Zytoplasma (1), oder aus Retinol (ROH) und Retinal (RAL) wird mit Hilfe der
Alkoholdehydrogenase (ADH) und der Aldehyddehydrogenase (ALDH) all-trans RA in der Zelle
synthetisiert (2). AuRerdem koénnen 9 cis-RA und at-RA enzymatisch und temperaturabhangig in
die jeweils andere Form Ubergehen (3).

Sobald RA in den Zellkern gelangt, bindet es an die nuklegren Rezeptoren RAR und RXR. Diese
steuern dann die Transkription durch eine weitere Bindung an spezifische DNA Sequenzen, den
sogenannten Retinoic Acid hormone response elements (RARE), die in der Promoter Region der
Zu transkribierenden Gene lokalisiert sind (4).

Eine weitere wichtige Funktion bel der Regulation der Retinoid- Signatransduktion hat die Reti-
noid- Aktivierung und Inaktivierung sowie deren Veresterung in eine Speicherform (RE) durch die
Retinoid bindenden Proteine (CRBP und CRABP).
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2.2.3 Einflussvon Retinoiden auf Aktivitat und Synthese von Wachstumsfaktoren

Retinoide sind auf der transkriptionalen, der trandationalen oder der posttrandationalen
Ebene in der Lage, Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren zu regulieren. Diese Regul a-
tion geschieht zum einen Uber die Expression des Zytokines selbst, zum anderen Uber die
Expression des Rezeptors des entsprechenden Faktors (Sporn, Roberts, Goodman, The
Retinoids, 1994).

In den meisten Féllen korrelieren die Effekte der Retinoide mit der suppressiven Wirkung
der Wachstumsfaktoren auf epitheliales Zellwachstum. Studien haben gezeigt, dass Reti-
noide die Aktivitdt des Wachstumsfaktors TGF-I3 Uber Hochregulation seines Liganden
und Rezeptors steigern (Glick et al., 1989, Jakowlew et a., 1992). Die Expression von
Wachstumsfaktoren wie z.B. TGF- apha oder IGF hingegen wird von Retinoiden herun-
terreguliert (Roberts, Sporn and Goodman 1994) (Tab. 2).

Retinoide weisen in ihrem Verhalten zahlreiche Parallelen zum Wachstumsfaktor TGF-3
auf:

- sge sind multifunktionale Peptide

- beide sind Inhibitoren des Wachstums epithelialer Zellen (Glick et al., 1989)

- beide haben dhnliche Effekte auf die Synthese von Matrixproteinen und verwandten
Proteasen / Proteaseninhibitoren (Clark et al., 1987, Hoosein et al., 1988)

- beide kénnen die Expression von EGF stimulieren (Thompson and Rosner, 1989)

- beide wirken sich gleich auf die Expression des humanen Papilloma Viruses aus
(Bartsch et al., 1992).
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Tabelle 2. Effekte von Retinoiden auf Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren
Wachstumsfaktor Retinoid- Effekt | Mechanismus Referenz
TGF-R 4 Post- transkriptional | Glick et al., 1989
f Jakowlew et al., 1992
TGF-3-R Differenzierung Rizzino, 1987
Fak et a., 1991
De Benedetti et al., 1991
TGF-dpha + Transkriptional Raaet a., 1991
EGF-R f Transkriptiona Oberg und Carpender, 1991
Transkriptiona Hudson et a., 1990
Zheng et al., 1992
AFGF, bFGF A Differenzierung Braunhut et a, 1989
HBNF/MK + Differenzierung Kretschmer et a., 1991
K-FGF A Transkriptional Schofield et al., 1991
Schorlemmer and Kruijer,
1991
PDGF A, B + Differenzierung Mercolaet al., 1990
PDGF-R alphabeta |A Differenzierung Mercolaet a., 1990
IGF-I + Transkriptional Loweet d., 1992
IGF-II + Transkriptional Matsumoto et a., 1992
IL-13 + Transkriptiona Matikainen et al., 1991
IL-2 + Transkriptiona Felli et al., 1991
IL-6R + Transkriptional Sidell et al., 1991
IL-8 + Nicht bekannt Zhang et d., 1992
IFN-gamma + Nicht bekannt Carman and Hayes, 1991
NGF + Nicht bekannt Wion et a., 1987
NGF-R A Transkriptional Scheibe and Wagner, 1992

(modifiziert nach Sporn, Roberts, Goodman, The Retinoids, 1994)

A Hochregulation

yHerunterregul ation
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2.3  Transforming Growth Factor-i3 2

Die in 2.2 aufgezeigten Zusammenhadnge zwischen Retinoiden und TGF-2 legen die Ver-
mutung nahe, dass auch wahrend des Haarzyklus Retinoide und TGF-I3 interagieren und
Schltsselfunktionen innehaben. Da Haarausfall eine haufige unerwiinschte Nebenwirkung
der systemischen Retinoidtherapie ist und TGF-3 in die Haarfollikelregression als Katage-
ninduktor verwickelt zu sein scheint, wurden in dieser Arbeit die mit Tretinoin behandel-
ten Haarfollikel hinsichtlich ihrer TGF-[3 Expression untersucht.

2.3.1 DieTGF-RFamilie

Transforming Growth Factor-3 (TGF-3) wurde 1978 von de Larco et al. urspriinglich as
Sarkoma Growth Factor in Maus Sarkomzellen entdeckt. Frolic et al. charakterisierten
TGF-13 1983 as eigene molekulare Entitdt und 1985 konnten Derynck et al. die erste hu-
mane cDNA von TGF-3 klonieren.

Zur TGF-3 Genfamilie (Tabelle 3) gehtren miteinander verwandte Signalmolekiile, die
eine wesentliche Funktion wahrend des normalen Wachstums und der Entwicklung haben
(Moses und Serra, 1996, Govinden and Bhoola 2003).



2 Einleitung 19

Tabelle 3. Mitglieder der TGF3 Genfamilie

TGF-3s MIS/Inhibins BMP-verwandt
TGF-131 MIS BMP-2
TGF-132 GDNF BMP-3
TGF-133 nInhibin BMP-4
Inhibin-RA (Aktivin A) BMP-5
Inhibin-3B (Aktivin B) BMP-6/Vgr-1
Inhibin-RC BMP-7
GDF-9 BMP-8/0OP-2
Follistatin GDF-1
GDF-3
Vor-2
Dpp
60A
Screw
Noda

(nach Moses und Serra, 1996)
MIS = Muillerian Inhibiting Substance, BMP = Bone Morphogenic Protein, GDF = Growth and
Differentiation Factor, Dpp = Drosophila Decapentaplentic

Es sind funf Isoformen von TGF-13 bekannt, von denen aber nur TGF-I3 1-3 in Saugetieren
gefunden wurden (Kingsley, 1994, Sporn, Roberts Goodman, The Retinoids 1994). Die
Isoformen weisen eine Homologie von 70-80% in ihrer Aminosduresequenz auf und sind
durch Konservierung im Laufe der Evolution zwischen den verschiedenen Spezies unter-
einander bis zu 98% identisch (Massague et al. 1990).

In den verschiedensten Zellen ist TGF-I3 Expression von der Embryogenese bis in das spa-
te Erwachsenendter zu finden. Hauptquellen sind z.B. Endothelzellen, Knochenzellen,
Keratinozyten, Thrombozyten oder Lymphozyten (Massague et al. 1990).

TGF-3 wird als biologisch inaktive Form, dem latenten TGF-3, sezerniert, welches aus
einem Komplex aus TGF-I3 und einem TGF- latency associated peptide (TGF-LAP) be-
steht. Latentes TGF-I3 kann an ein spezifisches Bindungsprotein koppeln, dem Latent TGF
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Binding Protein (LTBP). Die biologisch aktive Form von TGF-[3 entsteht nach Dissoziati-
on von LAP, wobei der exakte Mechanismus der Aktivierung noch nicht vollstandig ¢
klart ist (Abb. 5) (Munger et a., 1997).

Zelle

I Aktivierung S—

LAP TGF-B _oH A
-El-édAonXderung / o

Plasmin TGF-R

l -Thrombo-

/ spondin Inaktivierung

LAP E —=
,, Reservepool E E

+ Extrazellulare

4/ Matrix Latentes TGF-B

— LAP)
LTBP

Abb.5: Struktur und Aktivierung von latentem TGFI3

LAP= latent associated peptide, LTBP= latent TGF-3 binding protein. TGF-3 wird as Vorléufer-
peptid in der Zelle synthetisiert, proteolytisch gespalten und as nicht kovalent assoziierter, inakti-
ver Komplex aus LAP und TGF-3 sezerniert. TGF-R kann entweder durch Spaltung aktiviert
werden oder der LAP/TGF-I3 Komplex kann an LTBP binden. Aktives TGF-[3 kann durch erneute
Bindung an LAP inaktiviert werden (nach Bottinger et al., 1997).

2.3.2 Signaltransduktion durch TGF-3 Rezeptoren

Fir TGF-3 wurden drel Rezeptoren isoliert, Rezeptor Typ I-111, von denen jedoch nur Typ
| und Typ Il fir die Signatransduktion verantwortlich gemacht werden. Typ | und Typ Il
Rezeptoren sind transmembrantse Rezeptoren, die zu den Serin/Threonin Kinasen geht-
ren (Massague 1998, Attisano und Wrana 2000, Johnson und Newfeld 2002). Typ 11l Re-
zeptor, der ein an die Zelloberflache gebundenes Proteoglykan ist, prasentiert Rezeptor
Typ Il die einzelnen TGF-13 Mitglieder (Lopez-Cassilas et al., 1993).
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In Sdugetierzellen werden zur Einleitung der Signaltransduktionskaskade beide Rezepto-
ren, Typ | und Typ Il bendtigt. TGF-I3 Rezeptor 11 ist in der Lage freies TGF-[3 zu binden,
um dann einen Komplex mit TGF-3 Rezeptor Typ | einzugehen (Abb.6). Nach Phospho-
rylierung erfolgt die Weiterleitung Uber sogenannte Smad Proteine, die im Nukleus durch
Assoziation mit dem Transkriptionsfaktor Fas-l1 (fos/cJun) die Transkription des Zielgens
aktivieren (Massague et al., 1997, Govinden und Bhoola 2003).

2
—
se 3 \
_>
Primérer Rezeptor Transduktor
(“ Typ Il Rezeptor ") (“ Typ | Rezeptor ")

Zielgen Expression

N /

Abb.6: TGF3 Rezeptor Aktivierung und Signaltransduktion

TGF-B RIl bindet als der priméare Rezeptor TGF-3 Ligand (1) und bildet daraufhin einen Komplex
mit TGF-3 Rezeptor Typ | (2). Nach Phosphorylierung von Rezeptor Typ | durch Typ |l (3) trans-
duziert Typ | das Signal weiter (4). Smad 2 oder 3 wird durch den TGF-R R Komplex phosphory-
liert und assoziiert daraufhin mit Smad 4. Smad und Smad 4 binden im Nukleus an Fas-1 (5) und
aktivieren so die Transkription des Zielgens (6) (nach Massague et d. 1997 / Govinden and Bhoo-
la 2003).
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2.3.3 Allgemeine biologische Effekte von TGF-3

Fur TGF-R31, 2 und 3 ist eine grol3e, teilweise widersprichlich erscheinende Vielfalt von
biologischen Funktionen beschrieben (Abb. 7, Tab. 4). Jede Isoform hat abhdngig vom
Zdltyp, Differenzierungsgrad und An- oder Abwesenheit von anderen Wachstumsfakto-
ren unterschiedliche Eigenschaften (Govinden und Bhoola 2003).

Sie sind potente Morphogene wahrend der Embryogenese und sind an der Organogenese,
der Etablierung der laterden Asymmetrie und der Ausbildung der Extremitéten- Knospen
Formation beteiligt (Smith, 1996, King, 1997, Meno et a., 1996). Méause mit einer flr
TGF-31, 2 oder 3 null Mutation zeigen unterschiedliche Phanotypen auf (Letterio et al.,
1994, Dickson et al., 1995, Snaford et al., 1997, Kaartinen et al., 1995), so dass die ver-
schiedenen Isoformen abhangig vom Expressionszeitpunkt und —muster unterschiedliche

Funktionen wahrend der Morphogenese austiben.

Generell inhibiert TGF-3 die Zellproliferation epithelialer Zellen in der spéten G1 Phase
des Zdlzyklus (Hocevar und Howe, 1998), mesenchymale Zellen hingegen, z.B.
Fibroblasten der Haut, werden zur Proliferation angeregt (Moses und Serra, 1996, Massa-
gue, 1990). TGF-3 moduliert die Expression von Adhasionsmolekilen und vermindert die
Produktion von Proteasen wie Plasmin/ Plasminogen Aktivator oder Kollagenasen (Ro-
berts Sporn, 1990). Die Stimulation mesenchymaler Zellen fihrt zu einer vermehrten Pro-
duktion und Deposition von Komponenten der extrazellul&ren Matrix, zu ihnen gehéren
Fibronektin, Thrombospondin, Kollagen |, Tenaszin und Proteoglykane (Roberts and
Sporn 1990).

Des Weiteren fordern TGF-3 Mitglieder die Wundheilung (Roberts und Sporn, 1990,
Renner et al., 2002). Lee et a. (2001) injizierte TGF-131 exprimierende Fibroblasten in
Gelenke und konnte so Knorpeldefekte mit neu gewachsenem hyalinem Gewebe auffil-
len. Auch Studien von Howat et al. (2002) keschreiben wahrend der Wundheilung von
Bronchialepithel eine Aktivierung der drei TGF-(3 Isoformen.
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Eine weitere wichtige Funktion kommt TGF-I3 bel der Angiogenese zu. In niedrigen Kon-
zentrationen stimuliert TGF-31 z.B. das Wachstum endothelialer Zellen wahrend in hohen
Konzentrationen von TGF-31 endothelide Wachstumsfaktoren herunterreguliert werden
(Gajdusek et al. 1993). Untersuchungen an in utero verstorbenen TGF-31 Knock out Mau-
se Embryos zeigten Defekte der Hamatopoese und Vaskulogenese (Moses und Serra
1996). Homozygote TGF-RII Knock out Mause wiesen ebenfalls Defekte der Hamatoge-
nese und Vaskulogenese des Dottersackes auf und verstarben dadurch in utero (Oshima et
al., 1996).

AulBerdem wirken die Mitglieder der TGF-I3 Familie inhibitorisch auf das Immunsystem
(de Visser et d., 1999, Chung et al. 2000). Sie blockieren die Antikorperproduktion der B-
Zellen und supprimieren zytotoxische Antworten von T- Lymphozyten (Letterio and Ro-
berts, 1998).

Gautier et a. (1997) wiesin seien Studien mit fetalen testikuléren Rattenzellen den inhibi-
torischen Einfluss von TGF-[3 auf die Steroidsynthese nach.

Weitere Studien zeigten bel einer Vielzahl von Zellen wie z. B Hepatozyten, Epithelzellen
oder Prostatazellen, dass sowohl TGF-[31 als auch TGF-132 as Induktoren des program+
mierten Zelltodes, der Apoptose fungieren (Oberhammer et al., 1992, Otha et al., 1997,
Kim et al. 1998, Soma et a, 1998, Schuster and Kriegelstein, 2002). Bei TGF-33 Knock
out Mausen hingegen wurde eine vermehrte Apoptose in der Epidermis beobachtet, daher
scheint TGF-133 eher eine protektive Wirkung auf Keratinozyten gegentiber Apoptose a1
haben (Missero et al. 1993).

Generell hat TGF-3 durch seine wachstumsinhibierenden Effekte auch Einfluss auf das
Tumorwachstum und die Karzinogenese. Engle et a. (1999) konnte z.B. eine Suppression
von Kolontumoren in friihen Stadien der Tumorgenese beobachten.

Initial supprimiert TGF-3 aso Hyperproliferation und maligne Degeneration, aif jedoch
noch wnbekannte Weise werden Tumorzellen im Verlauf unsensibel gegenuber TGF-3. In
gpateren Tumorstadien produzieren maligne Zellen sogar selbst TGF-I3 und vermitteln so
wahrscheinlich die Tumorangiogenese und Immunsuppression im Tumorgewebe (Huang
and Lee 2003, Gold et al., 1999).
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» Morphogenese
* Beteiligung an der * Apoptose
Karzinogenese
\ / * Mitwirkung am
Entzindungsprozef3
e Immunsuppression /
T« Forderung der Wund-
» Beteiligung an de|/ heilung
Angiogenese
* Proliferationsinhibitor in
« Katageninduktion in epithelialen Zellen
Haarfollikeln

* Proliferationstimulator in
mesenchymalen Zellen

ADbb.7: Allgemeine biologische Effekte von TGF-3- Familienmitgliedern

Tabelle4: Spezielle Funktionen von TGFRR - 1, 2und 3

TGFER1L | + Apoptoseinduktion in Hepatozyten - Schuster and Krie-
Fibroblasten, B- und T-Zellen, Prostata- gelstein 2002, Voss-
epithelzellen u. a. beck et al. 1995
Wundheilung, Geweberegeneration - Leeetal. 2001, Howat

et al 2002
Beteiligung an der Angiogenese - Gadjusek et a 1993,
Roberts and Sporn
1990
Immunsuppression bei TGF-R1 Knock out - Shull et al. 1992, Wahl
Méusen, Lymphozytendifferenzierung- und et al. 1994, Letterio and
Proliferationsinhibition Roberts 1998
Suppression in frither Stadien der Tumor- - Engleet a. 1999
genese
TGF-R Uberexpression in Tumorzellen - Huang and L ee 2003,
vermittelt Immunsuppression und Angioge- Akhurst 2002
nese
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TGER? Apoptosainduktion - Somaet a. 1998, 2001
TGF-132 Knock out Mause : Verzogerte - Foitzik et al. 1999,
Haarfollikelmorphogenese, Kardio- Snaford et al. 1997
vaskuldre Defekte
Forderung von Fibrose und Narbenbildung - Brahmatewari et al.

2000, Li et al., 1999

TGER3 | ve_r_mehrte Apoptose bel TGF—B3 Knock out - Missero et al. 1993
Mausen — ,, Apoptoseprotektion?”
verminderte Narbenbildung - Lietal. 1999
Verminderung von Typ | Kollagenproduk- - Hosokawa et al. 2003
tion

24 Physiologische und pathologische Funktionen von Retinoiden und TGF32 in

der Haut

Wesentlicher Angriffspunkt der Retinoide ist die Epidermis. Ihre epitheliale Differenzie-
rung und Erhaltung, eine bedarfsgerechte Verhornung sowie die Synthese dermaler Matrix
hangt unter anderem von Vitamin A und seinen Derivaten ab (siehe auch Abb.2). Bei Vi-
tamin A- Mangel entsteht das Phrynoderm, eine exzessive Verhornung der Haut mit Beto-
nung der Follikel (Bauer und Gollnick, 1984, Gollnick 2003).

Der genaue Metabolismus der Retinoide in der Haut ist noch unklar, es sind allerdings
eine Anzahl von Retinoid Metaboliten identifiziert worden. In der humanen Epidermis
wird Retinol vor allem zu 3,4 -Didehydroretinol umgewandelt, ein kleinerer Anteil zu
Retinoic Acid, welches schnell weiter in andere Metaboliten wie z.B. 13-cis-RA oder 9
cis-RA und inaktive katabolische Produkte konvertiert wird (siehe auch Abb. 4, Roberts,
Sporn, Goodman 1994, Marill et al., 2003).

Lokade Anwendung von Tretinoin und anderen Retinoiden steigert die Zélproliferation
der Epidermis und fihrt zu einer Akanthose (Sporn, Roberts and Goodman, 1994).

Unter systemischer Gabe von Retinoiden tritt dosisabhéngig nach zwel bis drei Wochen
eine verstarkte Abldsung der Hornschicht auf. Diese Korneolyse wird histologisch von
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einer Akanthose und einer Hypergranulose begleitet. Gleichzeitig wird die Differenzie-
rung der Epidermis in Richtung Schleimhaut verschoben (Bauer und Gollnick, 1984, Fell
und Mellanby, 1953). Ultrastrukturell resultiert aus der Retinoid Behandlung der Epider-
mis eine Verminderung der Anzahl der Tonofilamente und der desmosomalen Verbindun-
gen. Vermehrt vorzufinden sind Keratinosomen, Mitochondrien, Ribosomen und
Endoplasmatisches Retikulum. In den aufgeweiteten Interzellularrumen ist gehauft a-
morphes Material zu sehen (Fritsch, 1981, Wiliams und Elias, 1981). Auf¥erdem reduziert
die Behandlung mit Retinoiden die Keratinmenge in den Keratinozyten und verandert das
Keratin Expressionsmuster (Virtane et al., 2000, Blumenberg et a., 1992).

Bedeutend fruher als die keratolytische Wirkung oraer Retinoide treten ihre immunmodu-
latorischen Eigenschaften ein. Retinoide haben einen regativen Einfluss auf die Migration
neutrophiler Granulozyten (Dubertret et al., 1982). Ein weiterer anti-entztindlicher Effekt
der Retinoide ist die dosisabhdngige Lymphozytenproliferationshemmung. Monozyten,
Makrophagen und Langerhanszellen werden offenbar in ihrer Aktivitét stimuliert (Bauer
und Gollnick, 1984, Wolf 2002).

Die Effektivitét der Retinoide bei der Akne Therapie wird durch Untersuchungen an hu-
manen Sebozyten in Retinoid (Isotretinoin)- Kultur unterstiitzt. Diese Zellen zeigten eine
Inhibition der Zellproliferation und eine verminderte Lipid- und Talgproduktion (Zoboulis
et a., 1991, 2001, Gollnick und Krautheim 2003).

Des Weiteren zeigte aulerlich angewendetes Retinoic Acid positive Effekte auf benigne
und maligne epitheliale Tumoren und im Tierversuch ist Hypovitaminose A assoziiert mit
einer hoheren Inzidenz der Karzinomentwicklung (Sun and Lotan 2002, Bollag, 1972,
Lippmann und Meyskens, 1982).

Wie die Retinoide spielen auch die TGF-R3 Isoformen bel der Regulation des Zellwachs-
tums, der Differenzierung und dem programmierten Zelltod (Apoptose) in epitheliden
Geweben eine Schitsselrolle.

TGF-Rinhibiert einerseits in gesunder Haut reversibel die Proliferation von Keratinozyten,
andererseits stimuliert es die Zellteilung und -reifung wahrend der epidermalen Regenera-
tion in der Wundheilung (Roberts und Sporn, 1990, Martin et al, 1992). Diese Wirkung
wird vor allem durch die Effekte von TGF-3 1 und 2 auf Chemotaxis, Angiogenese, Ak-

kumulation extrazellulérer Matrix und Kollagen — Matrix - Kontraktionen erreicht (Clark
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et a., 1997, Roberts und Sporn, 1995). In verwundeter Haut wurden histologisch eine
Hochregulation von TGF-3 und ein anderes Expressonsmuster der TGF-13 Isoformen und
Rezeptoren festgestellt (Gold et al., 1997).

In Fibroblasten stinuliert TGF-3 die Kollagen und Fibronektin Synthese (Varga et d.,
1987). Als Regulator der extrazelluldren Matrix wahrend der Morphogenese und des le-
bendanglichen Umbaus des Bindegewebes ist TGF-[3 auch an der Pathogenese fibrotischer
dermaler Erkrankungen beteiligt, wie z.B. der Sklerodermie oder der Aushildung hyper-
tropher Narben (Mauch et al., 1993, Lee et d., 1999).

Untersuchungen Uber den Einfluss von TGF-I3 auf die Karzinogenese von Epithelzellen
der Haut zeigten initial eine verminderte Induktion von Hauttumoren, zu spéteren Unter-
suchungszeitpunkten wurde die Tumorprogression durch TGF-[3 vorangetrieben (Cui et
a., 1996). In vivo ist die Expression von TGF-13 in Tumorzellen haufig erhoht (Derynk et
al., 1985).

Fir TGF-12 im speziellen zeigten spezifische TGF-1R2 Immunférbungen gesunder Haut
vor alem in der Epidermis und den Blutgefd3wanden TGF-132 Immunreaktivitét. Die
Dermis war TGF-32 negativ und nur bel Patienten mit inflammativ veranderter Haut war
in den entzindlichen Infiltraten TGF-32 Expression vorzufinden (Falanga et al., 1992,
Querfeld et al., 1999).

Bel der terminaen Differenzierung von Maus- Keratinozyten konnte Glick et al. (1990)
speziell fur TGF-32 eine Hochregulation auf das 20-fache nachweisen.

Des Welteren scheinen vor alem TGF-13 1 und 2 die Fibrose und Narbenbildung zu fo6r-
dern. Behandlung von frischen Wunden bei Schweinen mit TGF-[32 zeigte grof3ere und
prominentere Narben im Vergleich zur Kontrolle, Anti-TGF-[32 Antikorper reduzierte die-
sen Effekt (Brahmatewari et a., 2000). Die Untersuchungen von Lee et al. (1999) an Ke-
loid- Fibroblasten ergaben eine Hochregulation von TGF-31 und 2, wahrend TGF-I33 in
Keloid- Fibroblasten reduziert exprimiert wurde.

TGF3-3 dagegen scheint Narbenbildung zu vermindern, indem es die Keratinozyten vor
Apoptose schiitzt (Li et al. 1999).



2 Einleitung 28

25 Retinoide und TGF-32: Stand der Haarfor schung

Retinoide sind essentiell fur die Haarmorphogenese und den Haarzyklus. Retinoic Acid
und Retinoid- Rezeptor- ,Knock out* Mause weisen unter anderem Haut- und Haarano-
malien auf (Kochhar et a., 1998).

Bel der haarlosen Vitamin A defizienten Maus konnte Bazzano et a. (1986) durch auf3er-

lich angewendetes Tretinoin Haarwachstum hervorrufen.

Andererseits ist sowohl die Vitamin A Hypervitaminose, as auch die synthetische Reti-
noid Therapie von Haarausfall begleitet. Meist 3-8 Wochen nach Beginn der Therapie tritt
bei den Patienten ein Telogeneffluvium auf, welches teillweise mit dem Auftreten von
dystrophen Anagenhaaren begleitet wird (Orfanos, 1980, Berth-Jones et al., 1990).

Studien an Mausen Uber die aul3erliche Anwendung von Retinoiden und Minoxidil zeigten
ein vermehrtes Haarwachstum, eine Verlangerung der zweiten Anagenphase, sowie eine
Verkirzung der zweiten Telogenphase und einem daraus resultierenden Telogeneffluvium
(Bazzano et al., 1986, Terezakis und Bazzano, 1988, Bazzano et al., 1993).

Untersuchungen Uber Retinoid- Rezeptoren deckten eine starke Expression von RA bin-
denden Protein (CRBP I1), Retinoid X Rezeptor (RXR alpha und beta) und Retinoid Acid
Rezeptor (RAR alpha, beta und gamma) in den dermalen und epithelidlen Kompartimen-
ten des Haarfollikels auf. In isolierten dermalen Papillenzellen wurde konstant RXR apha
sowie RAR beta und tellweise RAR apha / gamma mRNA nachgewiesen (Billoni et al.,
1997). Immunhistochemische Farbungen zeigten eine RAR apha und gamma Expression
in der aufReren Wurzelscheide und schwécher in der inneren Wurzelscheide. RXR (alpha,
beta und gamma) wies in den Wurzelscheiden des Haarfollikels gleiches Farbeverhalten
wie RAR auf. In den dermalen Kompartimenten der Haut farbten sich nur vereinzelte
Fibroblasten positiv fir RXR und RAR (Reichrath et a., 1997).

Billoni et al. entdeckte 1997, dass das Zugeben des RAR Agonisten CD367 das Uberleben
von humanen Haarfollikeln in vitro inhibiert, wahrend der RXR Agonist CD2425 das

Haarwachstum stimuliert.
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Wie die Retinoide ist auch TGF-R3 als multifunktionaler Bioregulator an der Haarfollikel-
morphogenese und am Haarzyklus beteiligt.

TGF-32 , Knock-out* -Mause zeigten eine verzogerte Haarfollikelmorphogenese und eine
um 30% reduzierte Anzahl von Haarfollikeln (Foitzik et a., 1999, Snaford et al., 1997).
Untersuchungen von Seiberg et a. (1995) mit Apoptose assoziierten Genen wahrend des
adoleszenten, murinen Haarzyklus ergaben ein sgnifikantes Ansteigen der TGF-[31

Transkriptionswerte wahrend des Katagens.

Des Weiteren haben TGF-3 1 und 2 die Potenz zur Katageninduktion. Humane Anagen-
haarfollikel gingen in vitro nach TGF-3 1 oder 2 Zugabe in ein Katagen ahnliches Stadium
Uber. Die Anzahl apoptotischer Zellen im epithelialen Strang, um die dermale Papille und
in der &uf¥eren Wurzelscheide stieg bei diesen Follikeln an (Soma et al., 1998, 2001, Phil-
pott et a., 1994). Das Pflanzenextrakt von Hydrangea macrophylla supprimierte die TGF-
32 Hfekte am Haarfollikel und verminderte auf diese Weise die Katagenentwicklung in
vivo (Hibino et al., 2003).

In humanen Anagenhaaren wird TGF-32 in der auferen Wurzelscheide exprimiert. Beim
Ubergang in das Katagen konnte eine starke TGF-R2 Immunresktivitdt in den Matrixzel-
len des unteren Haarbulbus und in dem sich bildenden epithelialen Strang rachgewiesen
werden (Somaet a., 2001).

Die ahnlichen biologischen Funktionen von Retinoiden und TGF-32 in der Haut und den
Haarfollikeln lassen einen engen Zusammenhang dieser Substanzen bei der Haarmorpho-
genese und der Regulation des Haarzyklus vermuten. Die systematische qualitative und
guantitative Analyse des Einflusses von Tretinoin (all-trans Retinoic Acid) auf die TGF-
31 und 2 sowie TGF-RIl Expression bei humanen Haarfollikeln in vitro stellt einen sinn-
vollen Ansatz dar, um die Auswirkungen einer Retinoid- Therapie auf molekularer Ebene
zu entschliisseln und diese Signamolekiile oder ihre Antagonisten evtl. auch therapeutisch

nutzbar zu machen.
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26  Der Haarfollikel und der Haarzyklus

Der Haarfollikel besteht aus einem mesenchymalen Anteil, der dermalen Papille und den
in Schichten angeordneten epithelidlen Zellen, der inneren und &uReren Wurzelscheide,
den Keratinozyten und Meanozyten. Der Haarfollikel ist an seinem Ende zum Haarbulbus
verdickt, der von den Gefdl3en der bindegewebigen dermalen Papille versorgt wird. Die
proximal der dermalen Papille liegenden Matrixzellen sind fir die Bildung des Haarschaf-
tes zustandig (Abb. 8. Der distale Anteil des Haarfollikels bleibt wéhrend des gesamten
Haarzyklus konstant (permanente Region). Der proximale Part (fransiente Region) dage-

gen verandert seine Form, Grof3e und Proliferationsverhaten.
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Abb. 8: Aufbau eines Anagenhaarfollikels (modifiziert nach Klein 1993)

1 = Haarkanal, 2 = Infundibulum, 3 = Tagdrisenmundung, 4 = Ishmus, 5 =
Ansatz des Haarbalgmuskels (Wulst), 6 = untere Follikelportion, 7 = Haarbul -
bus.
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Zu den Funktionen des Haarfollikels z&hlt die Produktion von Haarschaft, welcher der
Dekoration, dem Schutz vor auf¥eren Einfllissen wie Hitze oder Insekten und als eine Art
»Antenne® zur Registrierung der Umgebung dient. Aul3erdem enthélt der Haarfollikel ein
Reservoir von Melanozyten, Langerhanszellen und Merkelzellen und produziert Talg zum
Schutz der epidermalen Oberflache.

Der Haarwachstumszyklus ist in drel Phasen unterteilt (Abb. 9): Wachstumsphase (Ana-
gen), einer Regressionsphase (Katagen) und einer so genannten ,, Ruhephase” (Telogen).

Der Haarfollikel ist das einzige Organ, das wahrend der gesamten L ebensdauer des Sauge-
tierorganismus diese langen Perioden massiver epithelider Zelproliferation, terminaler
Differenzierung (Anagen), Organinvolution (Katagen) und Ruhephasen (Telogen) durch-
lauft (Paus, 1996, 1998). Damit ist er ein definiertes biologisches System, welches viele
Herausforderungen der modernen Biologie illustriert: Differenzierung, epithelial - mesen-
chymae Interaktionen, Stammzellbiologie, Apoptose, Zell- und Organwachstumszyklen
und die Pigmentierung (Stenn and Paus, 2001). Dieser Haarwachstumszyklus des adulten
Organismus (Abb. 9 scheint grof3e Teile der Embryonalentwicklung des Haarfollikels zu
wiederholen (Randall et al., 1993).

In der Wachstumsphase, dem Anagen prasentiert sich der Haarbulbus as ein hochproduk-
tives, stoffwechselaktives Miniorgan, welches eine der htchsten Proliferationsraten des
Organismus aufweist (Paus et al., 1994, Stenn and Paus 2001). Es ist eine genau abge-
simmte Koordination zwischen dem epithelialen Anteil des Follikels und der dermalen
Papille erforderlich, um dieses zyklisches Wachstum aufrechtzuerhalten. Zusétzlich spie-
len wahrscheinlich verschiedene neuroektodermale Faktoren (Melanozyten, Merkelzellen
(Moll 1994), Nervenfasern, Schwannsche Zellen) eine wichtige Rolle bei der Haarwachs-
tumskontrolle und bei der hier nicht weiter behandelten aktiven Pigmentierung, der Mela-
nogenese (Moll et al., 1996, Paus et al., 1997, Botchkarew et al., 1997). In einigen Studien
konnte nachgewiesen werden, dass bestimmte Substanzen, wie z.B. Cycloporin A, Mino-
xidil, verschiedene Hormone oder einige Wachstumsfaktoren Anagen induzieren kénnen
oder an anderen Stellen des Haarzyklus eingreifen und somit das Haarwachstum beein-
flussen (Tabélle 4, Stenn and Paus 2001, Alonso and Rosenfield 2003).
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Wahrend des Katagens bildet sich der Haarfollikel wieder zuriick und das Haar wird in
Richtung Kopfhaut verschoben. Die Ursache dieser Involution ist hauptsachlich der pro-
grammierte Zelltod (Apoptose) und die terminale Differenzierung der Bulbuskeratinozy-
ten (Weedon und Stutton, 1981, Lindner et a., 1997). Die genauen Auddser zur
Katageninduktion sind unbekannt, viele Studien beschéftigen sich daher mit den mdgli-
chen Faktoren, die den Haarzyklus beeinflussen (Tab 5). Esist bekannt, dass viele aul3er-
liche Faktoren, wie z. B. Trauma, Chemikaien oder starker Stress Katagen induzieren
konnen (Stenn and Paus 2001).

In dem darauf folgenden Telogenstadium befindet sich der Haarfollikel in einer Art Ruhe-
phase, in der das Kolbenhaar nur locker in dem Follikel verankert ist (Abb. 9). Dabei bil-
det sich am unteren Pol des Haarschaftes ein Kolben aus verhornenden Zellen. Dieses
Kolbenhaar steigt im Follikelkanal bis unterhalb der Talgdriisenmiindung hoch, wo es mit
der dufReren Wurzelscheide verankert wird und bis zum Herausldsen des Haares aus der
Kopfhaut keine Stoffwechselvorgange mehr stattfinden (Meyer 2002).
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m. arrector
pili

Abb. 9: Schematische Dar stellung des Haar zyklus am Beispiel der C57BL/6 Maus
(modifiziert nach Paus, 1996)

Nach der Ruhephase, dem Telogen, durchlduft der Haarfollikel wahrend der Wachstumsphase die
Anagenstadien -1V. Darauf folgt eine kurze Regressionsphase, das Katagen, und danach tritt der

Follikel wieder in das Telogen ein. AWS = &duRere Wurzelscheide, IWS = innere Wurzelscheide,
TD = Tagdrise, BM = Basalmembran
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Tabedle5. Molekulare M ediator en des Haarfollikelwachstums

Faktor Familie L okation im Follikel Funktion

FGF5 AWS Terminiert Anagen
FGF7 (KGF) Papille Induziert Anagen
Sonic Hedghog (SHH) Anagenbulbus, IWS Inititert Anagen
TGF-RR AWS: Anagen/K atagen K atageninduktion

TGFRRII

AWS: Anagen/K atagen

Katageninduktion, blockiert
Anageninduktion

TGF-R1, TGF-R2, TGF-33

Werden dle im entwickeln-
den Follikel exprimiert, im
reifen Follikd in WS,

TGF-31 und 2: Katagenin-
duktion, stimulieren AWS-
Proliferation und oppositio-

AWSund BG nieren TGF-RR3 Stimulus
BMP2 Anagenbulbus Unterdriickt  Proliferation,
fordert Differenzierung
BM P6 Epithel Fordert Follikelentwickliung
und -wachstum
IGF Haarbulbus Essentiell far  Follikel-
wachstum in vitro
EGF Stimuliert Zellwachstum
wahrend Follikelmorphoge-
nesein AWS
HGF dermale Papille Stimuliert Follikelwachstum
invitro
Interferon alpha Uberexpresson fuhrt zu
Haarausfall
TNF alpha AWS des entwickelnden | Uberexpresson fuhrt zu
Follikels kurzen Haarfollikeln
Interleukin alpha, beta Epidermis, IWS, AWS, | Hochregulation fihrt  zu

Talgdrisen, M. arektor pili

atrophischen Haarfollikeln,
Inhibition des Haarwachs-
tumsin vitro

Cyclosporin A Induziert Anagen, blockiert
Beginn des Catagens

Retinoidrezeptoren Papille und Epithel RAR Agonisten induzieren
Katagen

RAR alpha, beta, gamma RXR Agonisten stimulieren

RXR alpha, beta Haarwachstum

PTHrp Epitheliale Anteile des| Induziet Anagen, fordert

Haarfollikels das Haarwachstum
Prolaktin Rezeptoren in Papille, Mat- | Stimuliert Beginn von Ana-

rix, AWS

gen und Katagen
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17R3-Ogtr adiol Blockiert Haarwachstum
Ostrogenrezeptoren Papillenzellen von Telogen | Rezeptorantagonisten  indu-

follikeln Zieren Anagen
Androgenrezeptoren dermale Papillenzellen

FGF: Follikle Growth Factor, KGF: Keratinocyte Growth Factor, IGF: Insulin Like Growth Fac-
tor, EGF. Epiderma Growth Factor, HGF. Hepatocyte Growth Factor, BMP: Bone Morphogenic
Protein, PTHrp: Parathyroid Hormonr Related Peptide, AWS: AuRere Wurzelscheide, IWS: Innere
Wurzelscheide

(modifiziert nach Stenn und Paus, 2001)

Es gibt verschiedene Theorien, die den Mechanismus des Haarzyklus zu beschreiben ver-
suchen.

Chase und seine Anhénger vermuten eine Regulation des Haarzyklus Uber endogene mito-
tische Inhibitoren, die in der Anagenhaut vermindert und im Telogen vermehrt exprimiert
werden (Inhibitions- Disinhibitions Theorie). Nach der Wulstaktivationshypothese basiert
die intrinsische Regulation des Haarzyklus auf der Konstruktion eines neuen Anagenhaar-
bulbus aus proliferierenden Zellen, die aus den Stammzellen der Wulstregion der distalen
aueren Wurzelscheide hervorgehen (Cotsarelis, 1990). Des Weiteren gibt es die Theorie,
dass die Zellen der dermalen Papille Uber die Expression von Wachstumsmorphogenen
den Zyklus steuern oder eine angeborene ,Haarzyklusuhr® die einzelnen Zyklusphasen
initilert (reviewed in Stenn and Paus, 2001).

Aufgrund der Auswirkungen der Retinoide und TGF-[3- Mitglieder auf den Haarzyklus
und das Haarwachstum (Kapitel 2.4), fungieren diese wahrscheinlich as wichtige Signal-
molekile bei der Regulation des Haarzyklus.
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2.7  DiehumaneHaarfollikelorgankultur

In der Haarforschung sind in vitro Kultivierungstechniken von grof3em Nutzen zur Unter-
suchung der unterschiedlichen Aspekte der Haarfollikelbiologie. Bel vielen dieser in vitro
Modelle werden die Mdglichkeiten der Haarforschung durch das geringe Wachstum und
die kurze Uberlebenszeit der Haarfollikel begrenzt.

Das 1994 durch Philpott et a. etablierte humane Haarfollikel in vitro Modell ermdglicht
es, verschiedenste Substanzen auf ihre Effekte hinsichtlich Wachstum und Differenzierung
am Haarfollikel zu testen. Herzu werden aus humaner okzipitaler Kopfhaut adulte Ana-
genfollikel mit dermaler Papille und Bindegewebsscheide isoliert und anschlief3end kulti-
viert. Nach dieser Methode konnen die einzelnen Haarfollikel unter optimaen
Bedingungen bis zu 15 Tage im Kulturmedium gehaten werden, was die Beurteilung
komplexer Interaktionen zwischen Keratinozyten und Fibroblasten, sowie deren Regulati-

on durch Testsubstanzen erlaubt.

2.8 Das C57BL/6 Mausmodell in der Haarfor schung

Da es his heute noch nicht gelungen ist, einen Haarfollikel in vitro einen kompletten Haar-
zyklus durchlaufen zu lassen, konnte bel der Analyse der TGF-32 Expression wahrend des
adulten Haarzyklus nicht auf ein in vivo Modell verzichtet werden.

Das am besten charakterisierte in vivo Modell in der Haarforschung ist die C57BL/6 Maus
(Stenn et ., 1993, Paus et a., 1994 a, b, ¢, Slominski et al., 1991, Seiberg et al., 1995).
Durch Depilation der Telogenhaarfollikel kénnen bei 6-8 Wochen aten C57BL/6 Mausen
ale Follikel angeregt werden in die Wachstumsphase, dem Anagen, Uberzugehen. Dieser
folgende Haarzyklus ist hochgradig synchronisiert und dauert den definierten Zeitraum
von 25 Tagen (Abb. 10).

Abhéangig vom Zeitpunkt der Hautentnahme ist es bei diessm Modell moglich, die einzel-
nen Stadien des Haarzyklus in situ zu untersuchen. Vereinfacht wird dies dadurch, dass
bei der C57BL/6 Maus die Produktion von Melanin streng an die Anagenphase gekoppelt
ist. Schon makroskopisch erscheint die Maushaut im Telogen wegen der hellen Telogen-
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follikel rosa farbend, im friihen Anagen férben sich die Follikel grau bis hin zu schwarz im

Anagen VI und im Katagen wird die Haut wieder grau bisrosa (Abb. 10).
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Abb. 10: Haut- und Haarparameterveranderungen wahrend der depilations -
induzierten Anagenentwicklung.

Assoziation des Zeitpunktes der Hautentnahme nach Depilation mit dem histologischen Haar-
follikdstadium und der aufReren Erscheinung der Haut hinsichtlich Farbe und Durchmesser
bei der C57BL/C6 Maus (nach Paus 1996).
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien, Reagenzien und Ger ate

Haarfollikelorgankultur - Williams E- Medium, Biochrom
- Insulin, L-Glutamin, Hydrokortison, Penizillin, Streptomyzin
- TGF-32, R&D Systems Deutschland
- Tretinoin (al-trans Retinoic Acid), Pierre Fabre Kosmetik, Frank-
reich
- Anti-TGF-[3; , s Antikorper, R&D Systems Deutschland
- 24-Loch-Kulturplatten, Nunc, Dénemark
- Pinzette anatomisch, Aeskulap GmbH, Tuttlingen
- » Watchmaker”-Pinzette, Wironit
- Einmalskalpelle, Braun, Melsungen
Gefrierschnitte - Kryostat Mod. Leica 3050, Bensheim
- Glasobjekttrager " Super Frost Plus’, Fa. Menzel Gléser, Ratingen
- OCT - Einbettmedium, Tissue-Tek, Sakura, Niederlande
- Aceton
Férbungen - Verwendete Primérantikorper:
- TGF-131, TGF-132 und TGF-3 RIl aus Kaninchen, Fa. Santa Cruz
Biotechnology, Inc.
- TUNEL Kit -ApopTag, Oncor Appligene, Heidelberg, Deutsch-
land
- Ki-67, Dianova, Hamburg
- Sekundérantikorper:
- Ziege gg Kaninchen: Alexa Flour 488 (grun), Molecular Probes,
USA
- Ziege gg Maus. Rhodamin 1gG, Jackson Immuno Research
- Aquadest., Klinikapitheke UKE. Hamburg
- Phosphat gepufferte Saline (PBS), pH=7,4

- Proteinblock, Fa. Immunotech
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- Normalseren (Ziege, Maus), Jackson Immuno Research
- DAPI (4,6 Diamidine-2 Phenylindol-Dihydrochlorid), Boehringer,
Mannheim
- Eukitt, Kindler Gmbh, Freiburg
- Diverses: Farbekivetten, Deckglaser, Mayers Hamalaun
Depilation - Ather, Hochst AG, Frankfurt
- 10%ige Ketaminhydrochlorid Lésung, Ketanest, Parke Davis
Berlin
- Bienenwachs, Aldrich Chemical Comp. Inc., Milwaukee, USA
- Harz, Sigma Chemie, Deisenhofen
- Metallspatel, Carl Roth GmbH& Co., Karlsruhe
- klinikubliche Einmalinjektionsspritzen, 1ml, Einmakanilen 25
Gx1
Hauternte - Kleintierscherapparat, Fa. Eickemeyer, Tuttlingen
- Préparierschere, Gr. 2, Fa. Aesculap GmbH, Tuttlingen
- Pinzette anatomisch, Gr. 3, Fa. Aesculap GmbH, Tuttlingen
- Einmalskalpelle, Braun, Melsungen
- dinner Karton, aus handelstiblicher Kartei zugeschnitten
- handel stibliche Aluminiumfolie, eine Rolle
- Metall6ffel, hergestellt aus einem Streifen Stahlblech
- Einbettmedium fir Gefrierhistologie OCT-Medium, Tissue-Tek,
Sakura, Niederlande
- flussiger Stickstoff
Auswertung - Lichtmikroskop, Typ: Zeiss Axioskop, Fa Carl Zeiss, Oberkochen
- Fotomikroskop, Leitz, LeicaVertriebh GmbH, Bensheim
- Immunfluoreszenzmikroskop, Carl Zeiss, Oberkochen
- Digitalkamera: Hamatsu, Japan
- Dissektionsmikroskop, Carl Zeiss, Oberkochen
- Farbfilme: Kodak 100 ASA, Schwarz-Weil3-Filme: Agfa50 ASA
PCR - RNeasy-RNA Isolationskit (Qiagen), Hilden, Deutschland
- flussiger Stickstoff
- [3-Mercaptoethanol
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- Ethanol (absolut, Merck)

- Handhomogenisator, Wheaton

- 1% Strand cDNA-Synthesis Kit, Boehringer Mannheim, Deutsch-
land

- Custom Primers. Applied Biosystems, Deutschland

- Red Time Tagman PCR: ABI PRISM 7700 Sequence System,
Perkin EImer Biosystems

- SYBR Green Master Mix, Perkin EImer Biosystems

-dNTP

- Qiaquick Gel Extraction Kit, Qiagen, Deutschland

- pPGEMT - easy vector, Promega

- Taq Polymerase, Quiagen, Deutschland

- T4 DNA Polymerase, Roche

- Automatischer thermaler Cycler, Perkin EImer

- Agarose (Amresco)

- Sequensanalyse: ABI 377 Autosequencer

- Sonstiges: Eppendorf-Gefélde, Elektrophorese Kammer (Bio-

metra), Zentrifuge (Beckman)
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3.2 Tiere

Fir den depilations- induzierten Haarzyklus wurden adoleszente, 6-8 Wochen alte, weibli-
che, syngene C57 BL/6 Méuse (15-20g schwer) benutzt.

Die Méause befanden sich in Gemeinschaftskafigen in Gruppen von maxima funf Tieren
im Versuchstierhaus des Universitatsklinikums Eppendorf bei Licht-/Dunke perioden von
12 Stunden und erhielten eine Alleindiat fur Mause und Wasser ad libitum. Die Tierversu-
che wurden vom Amt fur Gesundheit mit der Versuchsnummer 12/2000 genehmigt.

Damit sich die Haarfollikel der Versuchstiere im ruhenden Stadium des Haarzyklus zwi-
schen G2 und G3 nach Dry (Dry, 1926) befanden, wurden nur adulte Mause im Telogen
nach einem vollstéandig abgelaufenen, zweiten postnatalen Haarzyklus fur die Studie zuge-
lassen.

Wie schon in Kapitel 2.7. beschrieben, produzieren die Haarfollikel- Melanozyten der
C57BL/6 Méause ausschliefdich wahrend des Anagens Pigmente. Daher kann der Ablauf
des Haarzyklus bereits makroskopisch an der Farbanderung der Haut abgelesen werden.
Siehe auch Abbildung 10 zur Visualiserung der makroskopischen Veranderungen und
ihre Assoziation mit dem Ablauf der Stadien des Haarzyklus bei C57BL/6 Mausen.

3.2.1 Mechanische Anageninduktion durch Depilation

Die Versuchstiere wurden durch eine intraperitoneale Injektion von 0,5 ml 10% igen Ke-
tamin- Hydrochloridlosung (Ketanest) kurzzeitig anasthesiert. Ketanest wurde wegen sei-
ner relativ grof3en therapeutischen Breite, der sicheren und einfachen Anwendungstechnik,
fehlender atemdepressorischer Wirkung und nur sehr selten auftretender alergischer Re-
aktionen verwendet.

Es wurde ein Gemisch aus Bienenwachs und Harz zu gleichen Anteilen (1:1) hergestellt
und bel 45°C geschmolzen. Nach leichtem Abkihlen wurde die Masse von krania nach
kaudal gleichmadig auf die Rickenhaut der andsthesierten Tiere mit einem erwéarmten
Glasspatel aufgetragen. Bel der empfindlichen Nacken und Schwanzregion wurde beson-

ders darauf geachtet, keine Verbrennungen zu setzen. Nach Erkalten wurde die Harz-



3 Material und Methoden 42

Wachs Mischung samt der darin fest haftenden Haarschéfte manuell entfernt. Unter Ver-
wendung dieser Technik sind bel sorgféltiger Durchfihrung keine auRerlichen Entzin-
dungszeichen feststellbar und die Depilation bewirkt eine genau berechenbare Induktion
der Anagenphase des Haarzyklus (Chase, 1953, Straile et a., 1961, Paus et a., 1990).
Nach ca. 17 Tagen setzt spontan und synchronisiert die Katagenentwicklung ein.

3.2.2 Hautentnahmetechnik und Fixation

Bei den so vorbereiteten Mé&usen wurde die Gewebeentnahme auf Tage festgelegt, die die
definierten Stadien Telogen, Anagen 1V, Anagen VI und Katagen VIl erfassen. Die Aus-
wahl von jeweils finf M&usen war rein zufdlig. Fir Tag O (Telogen) wurde die Haut von
fUnf unbehandelten, d.h. nicht depilierten Tieren, geerntet.

Die Méause wurden durch zervikale Didokation getotet. Nachdem die Rickenhaut mit &-
ner Préparierschere entfernt wurde, wurde sie auf einen Karton aufgespannt. Ca. 1 cm Uber
dem Schwanzansatz in der Vertebrallinie der Korperlangsachse wurde ein 0,5 x 1cm gro-
l3es Hautstiick entnommen. Die Oberseite wurde mit GSV Medium bestrichen, sandwich-
artig umgeklappt (Paus et a., 1994 a+ b) und sofort in flissgem Stickstoff eingebettet.
Bis zur Weiterverarbeitung wurden die Kryoblcke bel -80°C gelagert.
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3.3  DiehumaneHaarfallikel Organkultur

3.3.1 Isolation humaner Kopfhauthaarfollikel

Hautstiicke aus okzipitaler Kopfhaut von ménnlichen Probanden zwischen 25 und 55 Jah-
ren wurden nach Entnahme gekihit (4 C) und in Williams E Medium ohne Zusétze max.
24h gelagert. Es handelte sich hierbei um Uberschiissige Hautstlicke nach Haartransplanta-
tionen der Firma MeditraGmbH, Gréfelfing.

Zur Weliterverarbeitung wurden die Stiicke unter sterilen Bedingungen in Quadrate von ca.
1,50 x 0,5 cm Kantenlénge (epidermisseitig) zugeschnitten (Abb. 11).

Haarschaft

Epidermis Meissner Korperchen

Dermis~__ _ SchweiRdriise

Pilarmuskel

SchweilRdriisenausgang
Subkutis Haarfollikel
Aterie
Vene

Fett

Abb. 11 A: Vodllhautbiopsie aus der humanen Kopfschwarte unter dem Dissekti-
onsmikroskop

A: Ansicht eines ca. 1,50 x 0,5 cm grofRen Hautwiirfels von der Ecke und B: Ansicht von der
Seite. C: Schematische Darstellung der anatomischen Situation in A und B (aus Weitz 1998,
Atlas der Anatomie).
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Als néchster Schritt wurde die Epidermis und Teile der Dermis unter einem Dissektions-
mikroskop chirurgisch von der Subkutis abgetrennt.

Dann wurde das Hautstlick mit einer Pinzette seitlich sanft zusammengedriickt, so dass die
Haarfollikel leicht aus der sie umschlief3enden restlichen Dermis und Subkutis herausge-
drickt wurden. Auf diese Art konnten die Haarfollikel samt zarter Wurzelscheide mit a-
ner ,Watchmaker” Pinzette distal vorsichtig umfasst und herausgezogen werden (Abb.
12).

Die isolierten Haarfollikel wurden in frisches Williams E Medium tberfihrt und darin
mehrfach unter sterilen Bedingungen gewaschen. Abschlief3end wurden die zerstorten
Haarfollikel aussortiert und nur gerade, mindestens 3 mm lange Anagenfollikel fur die

Kultur weiterverwendet.

Abb. 12: Haarfollikelisolation modifiziert nach Philpott (1994)

A+B: Teile der Dermis werden mit einem Skalpell entfernt. C: Die verbleibenden
Stiicke werden seitlich leicht mit einer Pinzette zusammengedriickt. D: Das heraus-
ragende distale Haarfollikelende wird vorsichtig mit einer Watchmaker-Pinzette ent-
fernt.
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3.3.2 Kultivierung humaner Haarfollikel

Je drei Haarfollikel wurden randomisiert in ein Well einer 24-Well Platte mit 500 pl Wil-
liams E Medium gegeben, welches mit 2 mM L-Glutamin, 10 ng/ml Hydrokortison, 10
pg/ml Insulin, 100 unitsml Penizillin und 100 pg/ml Streptomyzin supplementiert wurde
(Basalmedium).
Die Kultivierung erfolgte bel 37°C und 5% Co, Uber 4 bis 6 Tage.
Den Testgruppen wurden folgende Substanzen in verschiedenen Konzentrationen ins Kul-
turmedium hinzugeflgt:

TGF-32 (10ng/ml und 25ng/ml)

all-trans Retinoic Acid (Tretinoin) (*10°M, *10%M und *10™ M)

al-trans Retinoic Acid (Tretinoin) plus TGF-3,,3 neutraliserenden Antikorper

(10pg/ml)
Die Kontrollgruppen wurden in dem oben beschriebenen Basalmedium ohne Zusétze kul-
tiviert. Das Medium inklusive Testsubstanzen wurde jeden 2. Tag gewechselt, der TGF-
(3,3 neutralisierende Antikorper wurde jeden Tag auf die entsprechende Testgruppe pipe-
tiert.
Am 4. Tag wurde fir eine RNA Extraktion die Kultur beendet oder am 6. Tag fur histolo-
gische Untersuchungen. Nach dem Entfernen der Haarfollikel aus den Wells wurden diese
3 x in sterilem PBS gewaschen. Dann wurden fir die PCR jeweils 10 Haare in Eppendorf-
Tubes zur RNA Extraktion bel — 80°C eingefroren. Fur das Anfertigen von Kryoschnitten
wurden jeweils 3 Haare in einem Block mit OCT- Medium bedeckt und in flissigem
Stickstoff tiefgefroren (-80°C).

3.3.3 Fotodokumentation und Statistische Auswertung

Die Lénge der Haarschéfte wurde an Tag O, 2, 4 und 6 mit Hilfe eines Messokulares am
Dissektionsmikroskop gemessen und dokumentiert. Auf3erdem wurde am Inversen Mikro-
skop jeder Follikel fotografiert und das Haarzyklusstadium sowie andere morphologische
Aufféligkeiten, z.B. Zeichen der Dystrophie dokumentiert.
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Auf diese Art konnte das Wachstum der Haarschéfte in mm pro Tag fir jeden Haarfollikel
berechnet werden. Alle Follikel einer Gruppe wurden gepoolt und es wurde der Mittelwert
sowie die Standardabweichung mit Hilfe eines Softwareprogrammes (SPSS) zur statisti-
schen Berechnung erhoben. Signifikante Unterschiede zwischen Test- und Kontrollgrup-
pen wurden fir die einzelnen Tage mit dem Mann-Whitney U Test berechnet.

3.3.4 DieHaarzyklusberechnung

Zur Analyse und Visualisierung der Haarzyklusstadien in einem Graphen wurde der von
Maurer et a. (1997) beschriebene Hair Cycle Score (HCS) benutzt.

Jeder Haarfollikel wird an Tag 0, 2, 4 und 6 nach morphologischen Kriterien einem Haar-
zyklusstadium zugeordnet: das Stadium Anagen erhdlt den Wert = 100, frihes Katagen =
200 und spétes Katagen = 300. In einem Graphen zeigt so die Grol3e des Zahlenwertes in
der y-Achse das Haarzyklusstadium und die xAchse die Tage in der Organkultur an. Mit
dieser Zahlenzuordnung ist es beim HCS nun mdglich Mittelwerte und Standardabwei -

chungen, sowie signifikante Unterschiede mit dem Mann- Withney U Test zu berechnen.

34 Farbungen

3.4.1 Herstellung der Kryostatschnitte

Die Gefrierschnitte wurden an einem Kryostaten (Leica CM 3050) im immunhistologi-
schen Labor der Hautklinik des Universitétsklinikumes Eppendorf bei einer Verarbei-
tungstemperatur von ca. -25 °C aus den Kryoblcken angefertigt.

Bel einem longitudinalen Anschnitt der Haarfollikel ist die Differenzierung der einzelnen
Stadien des Haarzyklus und die Zuordnung der zu untersuchenden AntigentAntikorper

Komplexe zu den verschiedenen Strukturen des Haarfollikels am besten mdglich. Daher
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musste bei dem Aufblocken der Hautproben und der einzelnen Haarfollikel vor allem auf
die Schnittebene des Messers geachtet werden, damit die Follikel im Langsschnitt darge-
stellt werden konnten. Als Glasobjekttréger wurden beschichtete Super-Frost Plus (Men-
zel) benutzt. Die 6-7um dicken Schnitte wurden bei Raumtemperatur zehn Minuten
luftgetrocknet und bis zur Farbung bei -80°C gelagert.

34.2 TGF-R1, TGF-R2 und TGF-RII Immunfluoreszenz- Férbung

Da TGF-I3 im Verlaufe der Evolution sehr hoch konserviert wurde, sind seine humanen
und murinen Aminosdresequenzen so dhnlich, dass seine Antikérper sowohl an humanem
als auch an murinem Gewebe verwendet werden kann.

Zur Darstellung der TGF-31-, TGF-32- und TGF-RII- Expression im Haarfollikel wurde
die Methode der Immunfluoreszenz- Markierung gewahlit (Abb. 13).

Das Prinzip dieser Farbung besteht darin, dass der Primérantikdrper an das spezifische
Antigen im Gewebeschnitt bindet (1). Ein sekundérer, immunfluoreszenz- markierter An-
tikorper wiederum bindet an den Primérantikorper (2). Im Fluoreszenzlicht beginnt dieser
Farbstoff zu leuchten, so dass die gesuchten Antigen-Antikdrper-Komplexe unter einem

Fluoreszenzmikroskop dargestellt und lokalisiert werden kénnen.

@ fluoreszierender Farbstoff

XN @
// @

2 Antikorper

7N\
77N\

1
/\ /\ /\ nachzuweisendes Antigen

Abb. 13: Methode der Immunfluoreszenz-Markierung (modifiziert nach Santa Cruz
Biotechnology)
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Die Kryoschnitte wurden nach Entnahme aus der Gefriertruhe zuerst 15 min luftgetrock-
net, dann 10 min bei —20°C in Aceton fixiert und 3 x 5 min in PBS gewaschen.

Um ein Verlaufen der Losungen zu verhindern, wurden die Gewebeschnitte vor Beginn
der Behandlung mit einem Pap- Pen umrandet. Wahrend der gesamten Farbung wurde
aul3erdem darauf geachtet, dass die Gewebeschnitte nicht austrocknen.

Auf die vorbereiteten Schnitte wurde nun 10% iges Ziegennormalserum in PBS pipettiert
und fur 20 min Raumtemperatur inkubiert, um spétere unspezifische Bindungen des Se-
kundérantikorpers zu unterdriicken.

Nach 3 maigem Waschen in PBS konnten die Primarantikbrper TGF-31, TGF-122 und
TGF-RII (gereinigter Kaninchen Antikorper gegen Maus, Ratte und Mensch, Santa Cruz)
aufgetragen werden. TGF-31 und TGF-32 Primérantikorper wurden in einer Verdinnung
von 1:50 und TGF-RII Priméarantikorper in einer Verdinnung von 1:200 plus jeweils 2%
Ziegennormalserum as Blockade unspezifischer Bindungen verwendet und Uber Nacht
bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert.

Danach wurden die Objekttréger grindlich gewaschen (3x5 min in PBS). Es folgte die
Inkubation mit dem Sekundérantikorper Ziege gegen Kaninchen (Alexa Flour 488,
Molecular Probes) mit einer Verdinnung von 1:200 in PBS plus 2% Ziegennormalserum
far 50 min bei Raumtemperatur. Bel den Mausgewebeschnitten wurde bei diesem Schritt
zusétzlich 4% Mausserum  hinzugefigt, um unspezifische Bindungen noch welter zu
unterdriicken.

Am Ende wurde nach 3 maligem Waschen eine Gegenfarbung mit DAPI /5000 (Boeh-
ringer, Mannheim) durchgefihrt, welche die Zellkerne im Fluoreszendicht blau darstellt.
Zum Schluss wurden die Gewebeschnitte wieder gewaschen (3x5min) und in Elvanol ein-
gedeckt.

Die immunfluoreszenz- markierten Schnitte wurden bei —20°C in Dunkelheit aufbewahrt,

da sie sonst aushleichen und an Intensitéat verlieren.

Kontrollen:

Negativkontrollen wurden mit 10% Ziegennormalserum in PBS anstelle des Priméranti-
korpers durchgefthrt. Als Postivkontrolle diente die Haut selbst, da Immunreaktivitét fir
TGF-131, TGF-2 und TGF-BRII in der Haut bereits nachgewiesen war (Schmid et d.,
1993, Wollina et al., 1996, Frank et al., 1996)
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3.4.3 Ki 67/-TUNEL Immunfluoreszenz-Doppelfarbung

Um die apoptotischen Zellen zu bestimmen, wurde ein etablierter, kommerziell erhaltbarer
TUNEL Kit (ApopTag, Intergen) verwendet. Bel dieser Methode werden spezifisch apop-
totische Zelen ausfindig gemacht und von nekrotischen Zellen unterschieden. Die bel
Apoptose  entstehenden DNA  Fragmente werden durch das Enzym Terminae
Deoxynucleotidyl Transferase (TdT) und zugegebene Fluoreszein markierte Nukleotid-
Triphoshate wieder verbunden und so im Fluoreszenzlicht dargestellt.

Zur Feststellung der proliferierenden Zellen wurde die Ki-67 Methode verwendet. Dieses
Kernprotein findet man in alen aktiven Phasen des Zdlzyklus (G1-, S, G2- und M-
Phasen), aber nicht in ruhenden Zellen (GO-Phase).

Um in einem Schnitt sowohl Apoptose als auch Proliferation beurteilen zu kdnnen, wur-
den beide Immunfluoreszenzfarbungen (siehe auch Abb. 13) kombiniert.

Begonnen wurde mit dem Protokoll der TUNEL Farbung. Dazu wurden die Gefrierschnit-
te zuerst 10min luftgetrocknet und 10 min in 1% Paraformadehyd bei Raumtemperatur
fixiert. Nach 2 X 5 min Waschen in PBS folgte eine Postfixierung in Ethanol : Eisessig
(CH3COOH) im Verhdltnis 2:1 fir 5 min bei —20°C. Dann wurden die Schnitte wieder 2 x
5 min in PBS gewaschen und der Aquilibrationspuffer fir 1-4 min aufgetragen. Dieser
wurde danach vorsichtig abgeschlagen und mit einem Reaktionsgemisch von 30% TdT-
Enzym und 70% Reaktionspuffer fur 60 min bei 37°C inkubiert. Ein 10 min Ruhen in &-
nem Stop-Wasch-Puffer beendete diesen Vorgang. Nun wurden die Objekttréager wieder 3
X 3 min in PBS gewaschen bevor der Sekundérantikdrper Anti Digoxigenin-Fluoreszein
(47%) und Blocking Solution (53%) aufpipetiert und fir 30 min bei Raumtemperatur in-
kubiert wurde. Mit eéinem 3 maligen Waschen von 5 Minuten Dauer in PBS wurde die
TUNEL Férbung abgeschlossen.

An den gleichen Schnitten wurde nun die Ki-67 Farbung durchgefihrt, wobel bel mog-
lichst wenig Licht gearbeitet wurde, damit die TUNEL- Farbung nicht ausbleicht. Zuerst
wurde mit 10% Ziegennormalserum in PBS fir 20 min, dann mit Proteinblock fur 10 min
bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische Bindungen zu unterdriicken. Danach
wurde der Primérantikdrper Ki-67 (Maus gegen Mensch) mit einer Verdinnung von 1/20
und 2% Ziegennormalserum in PBS aufgetragen und in einer dunklen, feuchten Kammer

bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Nachdem die Schnitte am néchsten Morgen 3 X 7 min gewa-
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schen wurden, konnte der Sekundérantikorper (Ziege gegen Maus, Rhodamine) mit einer
Verdinnung von 1/200 und 2% Ziegennormaserum aufpipettiert werden. Nach 40 min
Inkubation bel Raumtemperatur wurden die Objekttrager wieder gewaschen (3 x 5 min in
PBS) und mit DAPI 1/5000 gegengefarbt, bevor sie mit Elvanol eingedeckt wurden.

3.4.4 Hamalaun - Eosin Farbung

Zur histologischen Darstellung der kultivierten humanen Haarfollikel und zur morphologi-
schen Beurteilung des Haarzyklusstadiums wurde jeweils ein Anschnitt der Haarfollikel
H& E geférbt.

Die aus der Gefriertruhe entnommenen Kryoschnitte wurden zuerst 15 min an der Luft
getrocknet. Die Fixierung erfolgte 10 min bel —20°C in Aceton. Nach 3 x 2 min Waschen
in Aqua dest. kamen die Objekttrager fur 15 min in Hdmalaun (nach Mayer), welches die
Zellkerne blau anférbt. Dann wurden sie fir 10 min in Leitungswasser geblaut, bevor sie
far 2 min in eine 1:3 verdinnte Eosin Stammldsung mit 3 Tropfen Eisessig gegeben wur-
den, welches dem Zytoplasma eine rétliche Farbe verleiht. Es folgte 3 x 1 min Waschen in
Aqua dest. und eine Dehydrierung Uber Ethanol (50%, 70%, 96%, 99%) und Xylol, um
die Schnitte abschlief3end mit Eukitt einzudecken.

3.4.5 Histologische Auswertungstechnik

Die lichtmikroskopische Analyse erfolgte an einem Zeiss Axioskop (Carl Zeiss, Oberko-
chen) mit Fotoaufsatz. Die H&E gefarbten humanen Haarfollikeln wurden bei 100-400
facher VergrofRerung nach morphologischen Kriterien in Anagen, frihes Katagen und spa-
tes Katagen eingeteilt und fotodokumentiert.

Die immunfluoreszenz- geférbten Gewebeschnitte wurden unter einem Immunfluores-

zenzmikroskop untersucht und mit einer Digitalkamera fotodokumentiert.
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Die TGF-32 Expresson wahrend des murinen Haarzyklus wurde an finf verschiedenen
Mausen pro Stadium an jeweils mindestens 20 Follikeln pro Schnitt Gberprift, und die am
eindeutigsten reproduzierbaren Immunreaktivitatsergebnisse wurden in schematisierten
Haarzyklusgraphiken (vgl. Abb. 9) protokalliert.

Bel den Ki-67/TUNEL geféarbten humanen Haarfollikeln wurden pro Gruppe bei mindes-
tens 30 Haarfollikeln die apoptotischen und proliferierenden Zellen im Haarbulbus blind
ausgezahlt und reprasentative Follikel wurden fotografiert.

Die dokumentierten Ergebnisse wurden in Statistikprogramme eingegeben, um Mittelwer-
te und Standardabweichungen zu berechnen und mit Hilfe des Mann- Whitney- U Testes

signifikante Unterschiede zu ermitteln.

35 Polymer asekettenr eaktion

3.5.1 RNA Extraktion

Zur |solation der gesamten RNA aus humanen Haarfollikeln wurde das RNeasy- RNA-
Mini Isolationskit (Qiagen) benutzt. Alle Schritte des Versuchsprotokolls wurden bel
Raumtemperatur durchgefuhrt und es wurden RNAse freile Materialien und Lésungen ver-
wendet. Auf RNAse freies Arbeiten wurde geachtet (sterile Handschuhe, spezieller Labor-
platz). Die humanen Haarfollikel wurden 4 Tage wie oben beschrieben kultiviert, in steri-
lem PBS 3 x gewaschen und in flissgem Stickstoff auf —80°C gefroren und bei dieser
Temperatur gelagert. Jewells 10 Haarfollikel pro Gruppe wurden in einen konischen
Handhomogenisator (Wheaton) in 600ul Buffer RLT (Kit) und 6pl [>Mercaptoethanol mit
10 Umdrehungen homogenisiert, bis keine intakten Haarstrukturen mehr zu sehen waren.

Das Zell-Lysat wurde in einer Tischzentrifuge fir 3 min. bei 13000 rpm (Umdrehungen
pro Minute) zentrifugiert. Der Uberstand und 600pl 70% iges Ethanol wurden in ein fri-
sches Zentrifugenrohrchen gefillt und durch Pipettieren gut vermischt. 600ul wurden da-
von nachenander in en gspezidles RNeasy spin column  Zentrifugensdulchen
abgenommen und bei 13000 rpm fir 15 sek zentrifugiert. Das Filtrat wurde anschlief3end
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verworfen und die Saule zweimal mit 700ul RPE Puffer (Kit) fur 15 sek und mit weiteren
500l RPE-Puffer noch mal fir 2 min. bei 13000 rpm gewaschen. Dann wurde die an dem
Silikagel in der Saule gebundene RNA mit 30 pl RNase freiem Aqua dest. euiert (1 min
bei 13000 rpm).

Es wurden RNA-Proben von jeweils drel Patienten aus unabhangigen Ansdtzen analysiert.

3.5.2 Reverse Transkription

Da fur die Polymerasekettenreaktion DNA benétigt wird, wurde die gereinigte Gesamt-
RNA in komplementére DNA (cDNA) umgeschrieben. (1% Strand cDNA-Synthesis Kit
(AMV), Boehringer Mannheim). Dieser Vorgang geschient mit Hilfe der Reversen Tran-
skriptase, welche eine virale RNA-gesteuerte DNA-Polymerase ist.

Folgende Komponenten wurden zu einer LOsung zusammengef Ugt:
2,0ul  Reaktionspuffer

4,0ul 25mM MgCl,

2,0ul  Deoxynucleotide Mix

2,0ul  Oligo-p(dT) 5 Primer

1,0ul  RNAse-Inhibitor

0,8ul AMYV Reverse Transcriptase

8,2ul  der vorher gewonnenen RNA

Fir eine gleichméllige Anlagerung der RNA wurde die RNA-L6sung bel 25°C im Was-
serbad fur 10 min erwdrmt und anschlief3end bel 42°C fur 60 min revers transkribiert. Zur
RNA/cDNA-Hybriddenaturierung und um die vorhandenen Enzyme zu inaktivieren, wur-
den die Proben fir 5 min auf 99°C erhitzt und anschlief3end bei -20°C gelagert.
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3.5.3 Real Time(TagMan) Polymerase Kettenreaktion

Die Mitte der Achtziger Jahre entwickelte Polymerase Kettenreaktion (PCR) ist eine
schnelle und sensitive Methode der DNA - Anaytik. Es handelt sich dabei um eine durch
spezifische Primer- definierte enzymatische in vitro Replikation, bei der durch sich wie-
derholende Zyklen eine anndhernd exponentielle Amplifikation der Zielsequenz erreicht
wird. Die Real Time TagMan PCR ist eine optimierte, sensitivere Form der konventionel-
len PCR, bei der Amplifikation und Nachweis des PCR Produktes simultan in einem Re-
aktionsgef&ld ermoglicht werden.

Mit Hilfe des Enzymes DNA Polymerase wird komplementé&re DNA von ener spezifi-
schen Region der revers transkribierten DNA synthetisert. Als Ansatzstelle fur den Start
dieser Reaktion dienen komplementér zu den begrenzenden Sequenzen synthetisierte Oli-
gonukleotid-Primer (Applied Biosystems;, Germany).

Der erste Schritt der Polymerasekettenreaktion ist die Separation der doppelstréngigen
DNA durch Erhitzen. Daraufhin lagern sich die beiden Oligonukleotidprimer an ihre kom-
plementére DNA Sequenz am 3 Ende von jedem Strang an. Dabei dienen beide DNA
Strénge als Vorlage zur Neusynthese einer DNA Sequenz. Durch erneutes Erhitzen wer-
den originale DNA und neusynthetisierte DNA separiert, welche dann fir weitere Zyklen
zur Verfigung steht. Auf diese Art synthetisiert die DNA Polymerase neue, mit der Ziel-
sequenz identische doppelstréngige DNA Fragmente.

Die Oligonukleotidprimer wurden aus einer Datenbank (GeneBank, Internetzugang:

NCBI) enthommen und mit einem PC-Programm (Primer Express) optimiert.

Folgende Primer wurden benutzt. kder Primer war auf einem unterschiedlichen Exon lo-
kalisiert, so dass die Mdglichkeit einer Amplifikation von kontaminierter humaner DNA

ausgeschlossen werden konnte (Abb. 14).

human TGF-b 2 forward 5-AAA GTG GAC GTA GGC AGC AAT TA-3
human TGF-b 2 revers 5 -GAC CAA CCG GCG GAA GA-3
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human GAPDH forward 5-TGG GTG TGA ACCATGAGA AG-3
human GAPDH revers 5-GCT AAGCAGTTGGTGGTGC-3
Intron 6
Exon 6 Exon 7
Forward Primer — <«— Revers Primer

Abb. 14: Humanes TGF-32

Das benutzte PCR-Gerdt "ABI Prism 7700 Sequence System* ermittelt die PCR Produkte
mit Hilfe des SYBR Green Master Mixes (Perkin Elmer Biosystems), welcher die Poly-
merase, SY BR Green Flourescence, Reaktionspuffer und dNTP enthdlt.

Der Nachweis des PCR-Produktes verlauft bel der TagMan PCR simultan zur Amplifika-
tion mittels einer dem Reaktionsgemisches zugeflgten fluoreszenz- markierten (SYBR
Green) Sonde, deren Emissionstérke mit der Anzahl der PCR-Produkte korreliert und wel-
che im Reaktionsgeféld des TagMan Gerates gemessen wird.

Um die moglichen Schwankungen der isolierten RNA Menge bel der quantitativen Be-
simmung der TGF-R2 Expression in den Kontrollhaarfollikeln und den RA*10® M be-
handelten Haarfollikeln zu berticksichtigen, wurden die beiden Transkripte jeweils mit der
vorher genau definierten GAPDH Expression aus demselben Reaktionsansatz verglichen.
Auf diese Art wurden drei cDNA Proben von Kontrollhaarfollikeln und Retinoid- behan-
delten Haarfollikeln aus unabhangigen Ansdtzen anaysiert.

Die Optimierung der Primer Konzentrationen fir humanes TGF-32 ergab: Forward Primer
300 nM, Reverse Primer 300 nM und fur GAPDH: Forward Primer 50 nM, Reverse Pri-
mer 300 nM.
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TGF-b2 : Denaturation bel 95°C fur 15 sek, Anlagerung und Amplifikation bel 60°C
far 1 min tber 40 Zyklen
GAPDH : Denaturation bei 95°C fir 15 sek, Anlagerung und Amplifikation bel 60°C
far 1 min Uber 40 Zyklen.

Als Positivkontrolle wurde Plasmid DNA mit TGF-132 Fragment verwendet.
Das PCR Produkt wurde durch eine Sequenzanalyse nach der PCR Reaktion verifiziert.

3.54 Herstellung der Positivkontrolle

Zur Herstellung der Positivkontrolle wurde zuerst die hTGF-132 Sequenz in einer konven-
tionellen PCR amplifiziert und Uber folgende Schritte an einen Vektor gebunden in Ecoli

transformiert.

1. PCR-Amplifikation:

5ul  PCR Puffer

2ul dNTP

1yl cDNA (humane Haarfollikel)

1ul  hTGFR2-F Primer (50pmol) (Sequenz: 5'-CCC TGC TGT GCT GAG TGT C-3")
1ul  hTGFR2-R Primer (50pmol) (Sequenz: 5'-CCT GCT GCA CTT TTG TAC CA-3)
0,5ul  Taq Polymerase (Qiagen)

39,5ul Aqua. Dest.

Denaturation der Matritzen DNA 5 min bei 94°C, dann 94°C (30 sec), 57°C (1 min), 72°C
(2 min) Gber 40 Zyklen, abschlief¥end 10 min bei 72°C..

2. Purifikation des PCR-Produktes
Nachdem die PCR in 1,2 % Agarose Gel (Fa. Sigma) gelaufen war, wurde die TGF-32

Bande der erwarteten Grofe (400 Basenpaare) mit einem Skalpell herausgeschnitten und
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mit dem Qiaquick Gel Extraktion Kit (Fa. Qiagen) gem&ld dem vom Hersteller angegebe-

nen Protokoll gereinigt.

3. Bindung des PCR Produktes an einen pGEMT -easy vector (Fa. Promega)

Dazu wurden folgende Reagenzien vermischt

ul PCR Produkt

1l 10x Puffer

1ul pGMT-easy vector (enthdlt Ampicillin Resistenz)
1ul T4 DNA Polymerase (Roche)

und 3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

4. Transformation von E.coli
1l des an den pGMT-easy vector gebundene PCR Produktes wurde mit 100ul DH5alpha

E.coli Zellen (Strategene) vermischt und 30 min auf Eis, 45sec. in ein 42°C warmes Was-
serbad und dann wieder 5 min auf Eis gelegt. Nachdem 1 ml LB Medium hinzugefigt
wurde, wurde das Gemisch in standiger Bewegung bei 37°C fur 60 min inkubiert. Die
E.coli wurden dann Uber Nacht auf einer Ampicillin LB Agar Platte mit IPTG und X-gal
(Fa. Sigma) ausgestrichen und kultiviert.

5. Amplifikation und Isolation der Plasmid DNA
Die weil3en Kolonien der Agar Platte wurden aufgenommen und in 3ml LB Medium mit
Ampicillinin bel 37°C tber Nacht inkubiert. Anschlief3end wurde das gesamte Medium in

einem 2ml Zentrifugenréhrchen zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
Plasmid-DNA der verbleibenden Bakterien wurde mit Hilfe eines Plasmid Mini Kits
(QIAGEN) gemal3 des Protokolls des Herstellers isoliert.

Um sicherzustellen, dass sich wirklich die humane TGF-322 Sequenz in der Plasmid DNA
befindet, wurde abschlief3end eine Sequenzanayse im Ingtitut fir Zellbiochemie, Univer-
sitéatsklinikum Eppendorf, durchgefthrt.
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4 Ergebnisse

41  Haarzyklusabhangige Verteilung von TGF32 wahrend des adoleszenten nu-
rinen Haar zyklus

Waéhrend des gesamten depilations- induzierten Haarzyklus zeigte sich TGF-22 Immunre-
aktivitdt in der Epidermis und den Talgdriisen. Im Gegensatz dazu konnte in der dermalen
Papille, der Dermis und der inneren Wurzelscheide im Verlauf des murinen Haarzyklus

keine TGF-32 Expression nachgewiesen werden (Abb. 15).

Am Tag 0 des depilations- induzierten Haarzyklus, an dem sich die Haarfollikel noch im
Telogen, dem Ruhestadium befanden, zeigten die Keratinozyten der &uf3eren Wurzel-
scheide entlang des Haarschaftes und einzelne Keratinozyten um das Kolbenhaar herum
deutliche TGF-32 Immunresktivitét (Abb. 15. a).

Im Verlaufe des Anagens 111-1V (Abb. 15. b) konnte eine Zunahme der TGF-32 Expressi-
on in den suprabasalen Keratinozyten der aufReren Wurzelscheide nachgewiesen werden,
welche mit dem Wachstum der sich darunter entwickelnden inneren Wurzelscheide und
des Haarschaftes korrelierte. Der Haarbulbus mit seinen Anteilen der auf3eren Wurzel-
scheide war TGF-[32 negativ.

Im Anagen VI durchbrach der Haarschaft die Oberfléche der Epidermis. In diesem Stadi-
um zeigten neben der Epidermis und den Talgdriisen nur noch die Keratinozyten der pro-
ximalen aufl3eren Wurzelscheide eine starke TGF-132 Immunreaktivitét (Abb. 15. c).

Waéhrend der Haarfollikelregression (Katagen 1-VIII nach Straile et a., 1961) war eine
TGF-132 Féarbung in den Keratinozyten entlang der sich bildenden Germinativkapse er-
kennbar. AulRerdem wurde TGF-32 im epithelialem Strang der Katagen VII-VIII Haarfol-
likel exprimiert (Abb. 15. d). Im darauf folgenden Telogen zeigte sich erneut eine TGF-[32
Expression in der auf3eren Wurzelscheide der infundibularen Region und um das Kolben-

haar, sowie in der Epidermis und der Talgdrtise.
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b. Anagen IV

C. Anagen VI
a. Telogen ;

d.

Abb. 15: TGFR2 Immunfluoreszenzfarbung wahrend verschiedener Stadien des
murinen Haar zyklus

Bel den mittels Immunfluoreszenz gefarbten murinen Haarfollikeln ist die TGF-[322 Expression
grin und die Zellkerne sind blau dargestellt. Den fotografierten humanen Haarfollikeln ist eine
schematische Darstellung des entsprechenden Haarzyklusstadiums zugeordnet, um das TGF-132
Expressionsmuster zu verdeutlichen.
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4.2 Effekte von TGF-32 und Tretinoin auf humane Haarfollikel in vitro

421 TGF-32 induziert Katagen und vermindert das Haarfollikellangenwachstum in

vitro

Wie bereits von Philpott et a. 1994 beschrieben, kdnnen humane Haarfollikel bis zu 10
Tage bel anhatender Haarschaftverlangerung in Organkultur gehalten werden.

Die Uber 6 Tage in Basalmedium kultivierten Kontrollhaarfollikel wiesen ein durchschnitt-
liches Haarschaftlangenwachstum von 0,3 mm pro Tag auf (Abb. 17/ Abb. 22). Nach 6
Tagen in Kultur war ein Anteil von 65% der Follikel dieser Kontrollgruppe weiterhin im
Anagen (Abb. 16).

Die TGF-32 (25 ng/ml) behandelten Haarfollikel dagegen gingen meist schon nach 3 Ta-
gen in ein Katagen- dhnliches Stadium Uber, so dass nach 6 Tagen in Kultur bel diesen
Follikeln vor alem spéte Katagenstadien zu beobachten waren (70%) und keines der Fol-
likel mehr histologisch dem Anagen zuzuordnen war (Abb. 16 + 22). Interessanterweise
wiesen die TGF-132 behandelten Katagenhaarfollikel morphologisch eine auf3ergewdhnli-
che Abknickung Uber dem Haarbulbus auf (Abb. 22), die bel den in das Katagen Uberge-
gangenen Kontrollhaarfollikeln nicht so ausgepragt war.

Weiterhin wirkte sich TGF-32 inhibierend auf das Haarfollikellangenwachstum aus (Abb.
17). Schon in den ersten beiden Kulturtagen zeichnete sich ein vermindertes Wachstum
der TGF-32 Haarfollikel von nur ca. 0,22 mm im Vergleich zu 0,32 mm in der Kontroll-
gruppe ab und an Tag 5 wuchsen die TGF-132 Fallikel nur noch durchschnittlich 0,02
mm/Tag im Vergleich zu 0,3 mm bel der Kontrollgruppe.
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Abb. 16: Anagen - / Katagenverteilung von TGF32-Haarfollikeln
Nach 6 Tagen TGF-32 Kultivierung zeigten die Follikel alle morphologisch frihe oder spéate Kata

genstadien, wahrend sich die meisten Kontrollfollikel im Anagen (65%) befanden. (n=35 Haarfol-

likel pro Gruppe)
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Abb.17: Vermindertes Haar schaftlangenwachstum in TGF32 Kultur
Die TGF-32 behandelten Haarfollikel wuchsen nur ca. 0,22 mm an Tag 1, ca. 0,12 mm an Tag 3

und kaum messbar war die Haarschaftverlangerung an Tag 5 + 6. Im Vergleich dazu wuchsen die
Kontrollfollikel ca. 0,3 mm/Tag.
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4.2.2 Tretinoin induziert Katagen und reduziert das HaarfollikellAngenwachstum in

vitro

Tretinoin (all-trans Retinoic Acid) verminderte das Haarschaftléngenwachstum in der Or-
gankultur konzentrationsabhangig (Abb. 18 + 22). Die geringste getestete Tretinoin (TR)
Dosis von TR *10™ M reduzierte das Haarwachstum signifikant auf ca. 0,2 mm pro Tag
und TR*10® M zeigte eine noch potentere Wachstumsinhibition im Vergleich zum Kon-
trollhaarfollikelwachstum, welches ca. 0,3 mm/Tag betrug. Die hdochste Applikation von
TR *10° M unterdriickte das Follikelwachstum schon zu Beginn der Kultivierung an Tag
2 auf weniger als 0,1 mm/Tag und an Tag 5 und 6 war kaum noch eine Haarschaftverlan-

gerung zu messen.

Des Weiteren war zu beobachten, dass der Uberwiegende Anteil der mit Tretinoin behan-
delten Haarfollikel wahrend der Kultivierung in ein Katagen dhnliches Stadium Uberging
(Abb. 19+21). Die stérkste Katageninduktion zeigte TR *10° M, wobei bei dieser Kon-
zentration auch dystrophische Haarfollikel auftraten und es sich hier evtl. schon um toxi-
sche Dosen von Tretinoin handelt. TR*10™ M und TR*10® M waren ebenfalls effektive
Katageninduktoren, allerdings unterschieden sich diese Konzentrationen untereinander
nicht dgnifikant in ihrer Potenz zur Katageninduktion. Bel diesen Konzentrationen
(TR*10™ M und TR*10® M) sind nach 6 Tagen in Organkultur ca. 80% der Haarfollikel
in ein Katagen ahnliches Stadium Ubergegangen, wahrend in der Kontrollgruppe nur 30%
der Follikel morphologisch dem Katagen entsprachen.
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Abb. 18 Verminderte Haarschaftverlangerung der mit Tretinoin (TR) kultivierten
Follikel

TR inhibierte das Haarlangenwachstum konzentrationsabhangig (n = 30 HF pro Gruppe). TR*10™*

M reduzierte das Wachstum auf ca. 0,2 mm/Tag, davon hob sich TR* 10%M nur leicht ab mit ca.

0,18 mm/Tag. TR*10° M inhibierte das Follikelwachstum mit 0,1 mm an Tag 1 und 0 mm an Tag

6 am starksten. p-value:**<0,001
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Abb. 19: Katageninduktion durch Tretinoin

Ubersicht der Anagen-/Katagenverteilung (n=30 HF pro Gruppe) der mit Tretinoin (TR) und Tre-
tinoin (TR) + TGF-13;,3 neutraliserenden Antikorper (anti-TGF-[3) behandelten Haarfollikel. Den
héchsten Prozentsatz an spéaten Katagenfollikeln und keinen Anagenfollikel zeigte TR*10° M.
Nach 6 Tagen in Kultur induzierte TR *10® M und TR *10** M vor allem frilhe Katagenstadien
(ca. 60%) und ca. 30% spédte Katagenformen. Anti-TGF-[3 verminderte diese Tretinoin- Effekte
signifikant, so dass in diesen Testgruppen weniger als 10% spéate Katagenstadien und damit die 4
fache Anzahl von Anagenfollikeln im Vergleich zur Tretinoin- Kultur vorzufinden waren. p-value:
*<0,01, p-value: **<0,001
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4.2.2 Tretinoin Effekte werden in Kultur durch einen neutralisierenden TGF-(3; 53 -

Antikorper signifikant reduziert

Aufgrund von Hinweisen in der Literatur Gber TGF-13 als moglichen Mediator von Treti-
noin Wirkungen (Glick et al.1989, Kurie et al. 1997 u. a.), wurden den TR *10° M und
TR *10™ M Testgruppen zusitzlich ein TGF-R 1,3 -neutralisierender Antikérper zuge-
fugt. Nach 6 Tagen Kaultivierung zeigten die mit Tretinoin (TR) + TGF-R 153 -
neutraliserendem Antikorper behandelten Follikel eine signifikant vermehrte Haarschaft-
verlangerung im Vergleich zu den ausschliefdich mit TR behandelten Haarfollikeln (Abb.
20).

Die Fahigkeit von TR zur Katageninduktion wurde nach Zugabe des Anti-TGF-13 1,3 An-
tikorpers ebenfalls teilweise reutralisiert. Wahrend 80 % der Tretinoin behandelten Haar-
follikel in Katagen @nliche Stadien Ubergegangen waren, stellten sich bei den Follikeln
mit Tretinoin plus TGF-3 1,3 -neutraliserenden Antikorper nur 60% Katagenstadien dar.
Diese Neutraisation der Katageninduktion war signifikant, alerdings nicht vollstandig, da
bei den unbehandelten Kontrollhaarfollikel nach 6 Tagen im Vergleich lediglich 33%
morphologisch dem Katagen entsprachen (Abb. 19+22). Zur besseren Visualisierung und
zur dtatistischen Berechnung wurden die Haarzyklustadien der unterschiedlichen Test-
gruppen im Hair Cycle Score dargestellt (Abb. 21).
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Abb. 20: Haarschaftwachssum in Tretinoin (TR) und Anti-TGF-3 Antikorper-

Kultivierung

Der Vergleich des Haarschaftwachstums der Tretinoin (TR) Follikel mit der Gruppe der Tretinoin
+ Anti-TGF-[3, ;3 Antikorper (anti-TGF-[3) behandelten Follikel zeigt, dass durch eine Neutralisati-

on mit dem anti-TGF- Antikorper eine signifikante Wachstumssteigerung der Tretinoin- Follike

erzielt werden konnte. Diese Haarfollikel wuchsen nach 6 Tagen ca. 1,49 mm, wahrend die aus-

schlieffich mit Tretinoin kultivierten Haarschéfte an Tag 6 nur eine durchschnittliche Lange von

1,32 malden. p-value: *<0,04
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Abb. 21: Hair Cycle Score

Der Hair Cycle Score zeigt das Mittel der Stadien aler Haarfollikel pro Gruppe. Nachdem alle
Follikel morphologisch einem Stadium zigeordnet werden, erhdt jedes Stadium einen Wert: Ana
gen = 100, frilhes Katagen = 200, spétes Katagen = 300. Die TR *10° M und TGF-R2 kultivierten
Haarfollikel zeigten den hdchsten Wert und wiesen damit die meisten Katagenstadien auf. Auch
die TR *10® M und TR *10* M behandelten Haare zeigten nach 6 Tagen in Kultur einen signifi-
kant hoheren Anteil an Katagenfollikeln as die Kontrolle. Der TGF-I3 neutralisierende Antikorper
(anti-TGF-R) konnte diese Tretinoin Effekte signifikant reduzieren. Die TR + anti-TGF-3 Gruppe
unterschied sich mit einem Hair Cycle Score Wert von 160 deutlich von den ausschliefdlich mit TR
kultivierten HF, die einen Hair Cycle Score Wert von 225 mal3en und damit signifikant mehr Ka-
tagenstadien aufwiesen. p-value: *<0,01, p-value: **<0,001
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Kontrolle TR*10™ TR*10®

Abb. 22: Mikroskopisches (A-C) und histologisches (a-c) Aussehen humaner Haar-
follikel nach 6 Tagen in Tretinoin- Organkultur

A-C: Lichtmikroskopische Fotografie von Kontrollhaarfollikeln und mit Tretinoin (TR) kultivier-
ten Haarfollikeln. Die Haarschaftldnge der Kontrollfollikel hat sich nach 6 Tagen fast verdoppelt,
dargestellt anhand der schmalen nachgewachsenen Wurzelscheide im oberen Anteil des Follikds.
Trotz gleicher Ausgangdénge sind die TR- kultivierten Haarfollikel an Tag 6 deutlich kirzer im
Vergleich zur Kontrolle und sie sind in frihe Katagenstadien eingetreten. a-c: Eine H&E Farbung
der gleichen Follikel verdeutlicht histologisch, dass sich die Kontrolle im Anagen befindet, wah-
rend der TR*10™* Follikel ins friihe Katagen 111 und der TR*10°® Follikel ins Katagen V eingetre-
tenist.
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TR*10® TGF-32 TR*10%+anti-TGF-R

Abb. 22: Mikroskopisches (D-F) und histologisches (d-f) Aussehen humaner Haarfol-
likel nach 6 Tagen in Tretinoin (TR) und TGF32 Organkultur

D-f: Lichtmikroskopische Fotografien von Haarfollikeln nach 6 Tagen Kultivierung in TR*10°M,
TGF-R2 und TR*10°M +TGF-R,,z-neutralisierender Antikdrper. D+d: Lichtmikroskopisch ist bei
TR*10°® nur geringes Haarschaftwachstum zu beobachten und histologisch zeigen sich Kata
genstadien, die teillweise Dystrophien aufweisen. E+e TGF-2 kultivierte Haarfollikel zeigen
lichtmikroskopisch eine aufféllige Abknickung Uber dem Haarbulbus, histologisch sind spéte Ka-
tagenstadien zu sehen. F+f: Bei Zugabe eines Anti- TGF-[3, ;3 —Antikorpers (anti-TGF-3) zu Tre-
tinoin konnte die Haarschaftverléngerung deutlich verbessert werden im Vergleich zur Tretinoin-

Kultur und histologisch sind Haarzyklusstadien des Anagens / friihen Katagens vorzufinden.
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4.3  Tretinoin Behandlung steigert die Apoptoserate und vermindert die Prolife-

ration

Um zu testen, ob die Katageninduktion in der Tretinoin- Kultur von einer hochregulierten
Apoptose und einer verminderten Proliferation begleitet wird, wurde eine Ki-67 / TUNEL
Doppelfarbung an den kultivierten Haarfollikeln durchgefihrt. Anschlief3end wurden Ki-
67 und TUNEL positive Zellen an mindestens 20 Haarbulbi pro Gruppe blind ausgezéhit.

Die Auszéhlung der proliferierenden (Ki-67 positiven) und apoptotischen (TUNEL positi-
ven) Zellen ergab bei den Tretinoin kultivierten Haarfollikeln sowohl eine signifikante
Herunterregulation der proliferierenden Zellen um ca. 40%, as auch eine Steigerung der
Apoptose um ca. 50% (Abb. 23 + 24). Bei den Kontrollhaarfollikeln war vor allem um die
dermale Papille herum eine grofde Anzahl Ki-67 positiver Matrixzellen vorzufinden, diese
proliferierenden Zellen waren bei den Tretinoin behandelten Haarfollikeln herunterregu-
liert. Wéhrend in der Kontrollgruppe durchschnittlich 4 TUNEL positive Zellen unter dem
Fluoreszenzmikroskop zu sehen waren, zeigten die Follikel nach Tretinoin- Kultivierung
doppelt so viele apoptotische Nuklel in der dermalen Papille und den umgebenden Matrix-
Keratinozyten (Abb. 24).

Die Zugabe des TGF-13 1,3 -neutralisierenden Antikorpers konnte diese Effekte von Treti-
noin signifikant reduzieren. Der Anti-TGF-R-Antikorper steigerte die Anzahl der prolife-
rierenden Zellen in der Tretinoin Gruppe um ca. 30% und die Apoptoserate konnte in der
TR *10™ M + anti-TGF-R Gruppe sogar auf die Halfte reduziert werden im Vergleich zu
den ausschlieRlich mit TR *10™ M behandelten Follikeln (Abb. 23).
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Abb. 23: Verminderung der Proliferation und Steigerung der Apoptose in Tretinoin
Kultur
Vergleich der durchschnittlichen Anzahl von proliferierenden Zellen (Ki-67) und apoptotischen
Z€ellen (TUNEL) pro Haarfollikel nach 6 Tagen in Kultur (n=20 pro Gruppe). Die mit Tretinoin
behandelten Follikel Zigen eine signifikante Herunterregulation der Proliferation auf fast die Half-
te und eine Verdoppelung der apoptotischen Zellen verglichen mit der Kontrollgruppe. Der TGF-3
123 -heutralisierende Antikorper (anti-TGF-3) reduzierte diese Hfekte signifikant. p-value:* <0,04,
p-value:**<0,01
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Kontrolle

Abb. 24 : Reduktion der proliferierenden Zellen und Steigerung der Apoptose bel
Tretinoin behandelten Haarfollikeln
Die Abbildung zeigt humane Anagenhaarfollikel nach 6 Tagen in Organkultur. Die Ki-67 positi-
ven Zelen (Proliferation) sind rot- fluoreszierend und die TUNEL positiven Zellen (Apoptose)
sind grin markiert dargestellt. In der Kontrollgruppe konnten in den Matrixzellen um die dermale
Papille (DP) viele proliferierende Zellen gezéhlt werden. Diese KI-67 positiven Zellen waren bei
den Tretinoin (TR) behandelten Haarfollikeln deutlich herunterreguliert. Wéhrend bel den Kon-
trollfollikeln nur wenig TUNEL positive Zellen zu finden waren, konnten bei den TR- Follikeln
vor dlem in der dermalen Papille, in der duReren Wurzelscheide (AWS) und anhéngendem Gewe-

be apoptotische Zellen gesehen werden (Pfeile).
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4.4 Einflussvon Tretinoin auf die Expression von TGF3

Da Mitglieder der TGF-3 Familie in die Katageninduktion verwickelt zu sein scheinen
und Tretinoin Effekte moglicherweise Uber TGF-3 vermittelt werden (Philpott et al., 1994,
Soma et al., 1999, Glick et al., 1989), wurden die mit Tretinoin behandelten Haarfollikel
mit Hilfe von Immunfluoreszenzférbungen hinsichtlich ihres Expressionsmusters von
TGF-131, TGF-132, TGF-133 und TGF-I3 Rezeptor |1 untersucht.

4.4.1 Hochregulation von TGF-32 | mmunreaktivitat bei Tretinoin behandelten Haar-
follikeln

Eine TGF-132 Immunreaktivitét konnte bei den unbehanddten humanen Anagen VI Kopf-
haarfollikeln der Kontrollgruppe in der uf3eren Wurzelscheide nachgewiesen werden. Der
distale Anteil des Haarfollikels und die dermale Papille waren TGF-32 negativ (Abb. 25).
In unbehandelten Katagenfollikeln wurde TGF-32 zusétzlich im epithelialem Strang expri-
miert. Nach 4 Tagen Tretinoin- Kultivierung konnte eine Induktion von TGF-[32 in den
Fibroblasten der dermalen Papille und der dermalen Scheide von humanen Anagenfol-
likeln festgestellt werden (Abb. 25).
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Abb. 25 : TGF32 Immunfluor eszenzférbung nach 4 Tagen in Kultur

TGF-32 (grin) Expression in humanen Haarfollikeln nach 4 Tagen in Kultur. Links: In den Kon-
trollfollikeln farbt sich die duRere Wurzelscheide (AWS) oberhalb des Haarbulbus TGF-R2 positiv.

Der proximae Anteil des Haarfollikels samt dermaler Papille (DP) zeigt keine TGF-R2 Expressi-
on.

Rechts: In TR *10® M behandelten humanen HF ist eine deutliche Hochregulation von TGF-R2 in
der dermalen Papille und den anhéngenden Fibroblasten der dermaen Scheide zu beobachten.
Aullerdem ist die @uRere Wurzelscheide wie bei den Kontrollhaarfollikeln oberhalb des Bulbus
TGF-32 positiv.
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442 Real Time (TagMan) PCR: bel den Tretinoin behandelten Haarbulbi wird das
TGF-32 Transkript hochreguliert

Um diese qualitative Hochregulation von TGF-32 auch quantitativ auf Transkriptionsebe-
ne von TGF-32 mRNA zu untersuchen, wurde an den mit Tretinoin kultivierten Haarfolli-
keln eine PCR durchgefthrt. Dabei wurden die Haarbulbi und der distale Antell der
Haarfollikel  geteilt und getrennt voneinander untersucht, da anhand der
Immunfluoreszenz- Ergebnisse nur in der dermalen Papille eine Verdnderung der TGF-32
Expression vermutet wurde. Es wurde die sehr sensitive Real Time (TagMan) PCR aus-
gewahlt (Kapitel 3.5), weil sich aus den Haarfollikeln nur geringe RNA Mengen isolieren

lassen.

Die Real Time- PCR ergab eine signifikante Hochregulation des TGF-32 Transkriptesin
den mit Tretinoin (TR) behandelten Haarbulbi um das 13 fache im Vergleich zur Kon-
trollgruppe. Die Tretinoin behandelten Haarschéfte zeigten keine Veranderung der TGF-
(32 Expression verglichen mit den Kontrollhaarschéften. Des Weiteren unterschied sich die
TGF-32 mRNA Expression in den Haarbulbi der Kontrollen nicht von der TGF-132 mRNA
Expression in den Kontroll- und TR- Haarschéften (Abb. 26).



4 Ergebnisse

75

TGF-R2
< 140
o
g 120 -
(D)
o 100
i
<zE 80
o 60
S
o 40
=
T 20
(0D}
X g | |
Haarschaft Haarbulbus
OKontrolle BTR

Abb. 26: TGF-32 Real Time (TagMan) PCR nach 4 Kulturtagen in Tretinoin

Nach 4 Tagen in TR *10®M Kultur wurde an den proximalen Haarbulbi und dem distalen Haaran-
teil (Haarschaft) eine Real Time (TagMan) PCR durchgefihrt. Bei den mit Tretinoin (TR) behan-

delten Haarbulbi zeigte sich eine signifikante TGF-R2 Hochregulation um das 13 fache im

Vergleich zur Kontrolle, wahrend in den Haarschéften beider Gruppen und den Kontroll- Haarbul-
bi die gleiche TGF-32 Transkription zu sehen war. p-value *< 0,0006
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443 Kene qualitativen Veranderungen der TGF-31, TGF-33 und TGF-B R |1 Im-

munreaktivitat bei Tretinoin behandelten Haarfollikeln

Die Untersuchung der Tretinoin (TR) behandelten humanen Haarfollikel hinsichtlich der
TGF-R1, TGF-133 und TGF-I3 R Il Expresson mit Hilfe von Immunfluoreszenzfarbungen
ergab keine qualitativen Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle. TGF-31 und TGF-3 R
Il wurden in den Kontrollhaarfollikeln und in der TR- Gruppe in der aul3eren Wurzel-
scheide (AWS) oberhalb des Haarbulbus exprimiert, der Bulbus selbst inklusive der der-
maler Papille blieb TGF-31 und TGF-3 R 1l negativ. Allerdings konnte eine stérkere
Immunresktivitdt der Tretinoin- Haarfollikel fir TGF-R1 und TGF-R R Il in der aul3eren
Wurzel scheide beobachtet werden (Abb. 27 + 28).

Kontrj:olle
|

Abb. 27: TGF-R1 Immunfluoreszenzfarbung nach 4 Tagen in Tretinoin- Kultur
Links: TGF-31 wird im humanen Anagenhaarfollikel nach 4 Tagen in Organkultur hauptséch-
lich in der duReren Wurzelscheide (AWS) exprimiert.

Rechts: Nach 4 Tagen in TR- Kultur wird TGF-R1 ebenfalls in der AWS dargestellt, die TGF-

31 Immunreaktivitét ist im Vergleich zur Kontrolle jedoch wesentlich intensiver.
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Abb. 28: TGF R Il Immunfluoreszenzférbung nach 4 Tagen in Tretinoin- Kul-
tur
Links. Nach 4 Tagen Organkultur konnte im Immunfluoreszenzmikroskop in der auf3eren
Wurzelscheide (AWS) der humanen Haarfollikel TGF-B R 1l Immunresktivitét dargestellt
werden.
Rechts: Bei den 4 Tage in Tretinoin (TR) kultivierten Haarfollikeln farbte sich die auf3ere
Wurzelscheide im Vergleich zur Kontrolle stérker TGF-3 Rl positiv.
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5 Diskussion

In dieser Studie wurde erstmalig gezeigt, dass Retinoide in vitro zur Reduktion der Haar-
schaftverlangerung fuhren und dass durch Retinoid- Behandlung in den Fibroblasten der
dermalen Papille von humanen Haarfollikeln TGF-132 hochreguliert wird. Es konnte nach-
gewiesen werden, dass die negativen Effekte der Retinoide auf das Haarwachstum zum
einen auf der Inhibition der Haarschaftverlangerung im Anagen (Abb.18) und zum ande-
ren auf der Induktion eines friihzeitigen Katagens (Abb. 19) basieren, einhergehend mit
vermehrter Apoptose und verminderter Keratinozytenproliferation. Auf3erdem wurde der
Nachweis erbracht, dass diese negativen Wirkungen der Retinoide auf Haarfollikel mit
Hilfe eines neutraliserenden Anti-TGF-3 Antikorpers signifikant reduziert werden konnen
(Abb.20).

Bei Haarfollikeln, welche Uber 4 Tage mit dem Retinoid Tretinoin (TR) in einer Organkul -
tur behandelt wurden, stellte sich mittels einer Immunfluoreszenzfarbung qualitativ eine
TGF-32 Protein Hochregulation in der dermalen Papille dar, die sich bel den Kontrollfol-
likeln TGF-32 negativ farbte (Abb. 25). Mit Hilfe einer hochsensitiven Real Time PCR
(TagMan) konnte dieser Effekt auch quantitativ auf RNA Ebene bestétigt werden. Bel den
mit Tretinoin kultivierten Haarfollikeln konnte auf diese Weise im Haarbulbus eine 13-
fache TGF-32 RNA Hochregulation im Vergleich zu den Kontrollfollikeln nachgewiesen
werden (Abb. 26).

Die Tatsache, dass in der dermalen Papille der Retinoid- behandelten Haarfollikel TGF-[32
RNA und Protein hochreguliert wird und dass ein TGF-I3 neutralisierender Antikorper die
Retinoideffekte auf die Haarfollikel teilweise aufheben konnte, I&sst darauf schlief3en, dass
TGF-32 zumindest partiell die Retinoidwirkungen am Haarfollikel vermi ttelt.

Diese Arbeit liefert somit erste eindeutige Hinweise Uber die Pathogenese des bis jetzt
unklaren klinischen Phdnomens des Retinoid induzierten Haarausfalles, bietet therapeuti-
sche Behandlungsansétze der Retinoidnebenwirkungen und deckt neue Grundlagen der
Retinoidwirkungen in der Haut auf.
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Das in dieser Arbeit verwendete Modell der Organkultur imitiert eine systemische Reti-
noid Applikation. Vor dem gleichen Hintergrund und mit &hnlichem Versuchsaufbau ur+
tersuchte Billoni et a. 1997 die Auswirkungen von RAR (Retinoic Acid Receptor)- und
RXR (Retinoic X Receptor)- Agonisten auf kultivierte humane Haarfollikel. Die RAR-
und RXR- Agonisten aktivieren Uber eine Rezeptorbindung die entsprechenden Reti-
noidrezeptoren. Ubereingtimmend mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie konnte
auch Billoni eine Verminderung des Haarlangenwachstums und einen Ubergang in ein
Katagen dhnliches Stadium bei den Haarfollikeln nach Behandlung mit RAR Agonisten
feststellen. Im Gegensatz zu dem negativen Einfluss der RAR Agonisten hatten in den
Untersuchungen von Billoni RXR Agonisten interessanterweise einen stimulierenden H-
fekt auf das Follikelwachstum.

Wiein Kapitel 2.2.2 erlautert, bindet Tretinoin (all-trans Retinoic Acid) mit hoher Affini-
tdt an die Rezeptoren der RAR Isotypen. Da nach Billonis Studie eine Behandlung mit
RAR Agonisten den deichen Effekt hat wie eine Behandlung mit Tretinoin, wird vermut-
lich auch die in dieser Arbeit dargestellte TGF-132 Hochregulation und Katageninduktion
Uber die RAR a, b, g Rezeptoren vermittelt. Ein weiterer interessanter Versuchsansatz
waére daher die Untersuchung der mit selektiven RAR Agonisten inkubierten Haarfollikel
in Bezug auf ihre TGF-32 Expression. Eine TGF-132 Hochregulation bei diesen Follikeln
wurde auf eine TGF-32 vermittelte Wirkung der Retinoide via RAR Rezeptoren hinweisen
und die Verwendung selektiver RAR Rezeptoren wirde zeigen, ob TGF-32 Uber RAR a,
b oder RAR gtransduziert wird.

Reichrath et al. (1997) untersuchte humane Haarfollikel hinsichtlich ihrer Retinoid Rezep-
toren Expression. Von den einzelnen Rezeptoren konnte RAR apha und gamma in den
Haarfollikelkeratinozyten der &ufleren Wurzelscheide immunhistologisch dargestellt wer-
den. In dermalen Papillenzellen wird vor alem RAR beta exprimiert (Billoni et al., 1997).
Dies konnte darauf schlief3en lassen, dass Tretinoin seinen Effekt der TGF-132 Hochregul a-
tion in der dermalen Papille via RAR beta vermittelt. Gegen diese These sprechen aller-
dings die Versuchsergebnisse von Gil- Ro et d. der 1997 humane bronchiae
Epithelzellen in vitro nach Tretinoin Exposition untersuchte. Die behandelten Zellen wie-
sen eine vermehrte TGF-32 Expression auf und interessanterweise konnte die Zugabe d-
nes RAR apha Antagonisten in das Medium diese TGF-[32 Hochregulation auf3er Kraft
setzen, was eher auf eine TGF-I3 Hochregulation via RAR hindeutet.
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Um daher genau zwischen den einzelnen RA Rezeptoren differenzieren zu kénnen, sind in
einer Anschlussstudie weitere Versuchsreihen mit den spezifischen RAR Agonisten RAR
apha (Am 580), RAR beta (CD 2019) und RAR gamma (CD 437) geplant. Ein weiterer
Schritt zur Aufdeckung des Retinoid Gen Pathways konnte die Prifung sein, welcher die-
ser Rezeptoren die Fahigkeit besitzt, in vitro Katagen zu induzieren.

Zusétzlich sollte analysiert werden, welcher der RAR Antagonisten in der Lage ist, die
Tretinoin Wirkungen hinsichtlich der Haarfollikelregresson zu verhindern. Diese RAR
Antagonisten wéaren ein maoglicher therapeutischer Ansatz zur Unterdriickung des Reti-
noid- induzierten Haarausfalles.

Die Entdeckung von Billoni et al., dass der RXR Agonist (CD 2425) in vitro die Ana-
genphase verlangert und das Haarwachstum stimuliert, legt ebenfalls weitere Untersu-
chungen nahe. Interessant ware die Frage, ob bei den mit RXR Agonisten behandelten
Follikeln mit verlangerter Anagenphase die TGF-32 Expression vermindert ist oder andere
positiv auf das Haarwachstum wirkende Zytokine wie |GF und HGF hochreguliert sind.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von Billoni ordnet auch die Arbeit von Metzger et
al. (2001) RXR eine Schitsselrolle bei der Anageninduktion zu. In dieser Studie entwi-
ckelten genmutierte RXR apha null Mause eine Alopezie begleitet von einer Keratinozy-

tenhyperproliferation und inflammatorischen Hautreaktionen.

Der Zusammenhang zwischen Retinoiden und TGF-R ist einer der zentralen Untersu-
chungsansitze der vorliegenden Arbeit. Bea kultivierten, humanen Haarfollikeln zeigte
sich nach Retinoid Behandiung eine TGF-3 Hochregulation in den Fibroblasten der der-
malen Papille. Durch einen Anti-TGF-3 Antikorper konnten die Effekte der Retinoide auf
die Haarfollikel signifikant vermindert werden. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypo-
these, dass die Wirkungen von Retinoiden auf Zdldifferenzierung und Zellwachstum tber
eine TGF-32-Aktivierung vermittelt werden.

Hinweise fur derartige Interaktionen zwischen Retinoiden und TGF-[32 lieferten bereits
Studien Uber den Einfluss von Retinoiden und TGF-3 auf das Wachstum verschiedener
Zellenin vitro wie z. B. bronchiale Epithelzellen (Gil-Ro et al. 1997), Fibroblasten (Hoo-
sein et a., 1988), Brustkrebszellen (Valette and Botanch 1990) oder Lungenkrebszellen
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(Moody 2000). Auch in humanen Pankreastumorzellen induzierte Retinoic Acid via TGF-
32 eine MUC4 mucin Expression (Choudhury et al., 2000).

Die enge Verknipfung der Effekte von Retinoiden und TGF-32 wird ebenfalls durch die
Versuchsergebnisse von Glick et al. (1989) bestétigt. Er entdeckte, dass Tretinoin (all-
trans Retinoic Acid) in vitro bei isolierten murinen Keratinozyten die Sekretion von akti-
vem TGF-132 induziert. Auch seine in vivo- Versuche zeigten, dass die kutane Applikation
von RA die Immunresktivitét von TGF-32 in der Epidermis hochreguliert.

Eine weitere interessante Entdeckung machten Glick et a. bei Vitamin- A defizienten Rat-
ten, bel denen keine basale Expression von TGF-32 in der Epidermis nachgewiesen wer-
den konnte. Erst die kutane Applikation von Retinoic Acid induzierte eine TGF-32
Ausschiittung in der Haut dieser Ratten. Dies legt die Vermutung nahe, dass Retinoic Acid
anscheinend nicht nur die TGF-32 Expression steigert, sondern in der Haut sogar eine
notwendige Voraussetzung ist, um eine basae Expression von TGF-[32 messen zu kénnen
(Glick et al., 1991).

In dieser Arbeit wurden die mit Tretinoin behandelten humanen Haarfollikel auch hin-
sichtlich ihrer TGF-131, 3 und TGF-RIl Immunfluoreszenz- Expression untersucht. Dabei
konnte bel der TGF-31 und TGF-RII Immunfluoreszenzfarbung eine stérkere Leuchtkraft
dieser Antikorper in der auf3eren Wurzelscheide im Vergleich zu den Kontrollfollikeln
festgestellt werden (Abb. 27 + 28). Es scheinen aso nicht nur Interaktionen zwischen Tre-
tinoin und TGF-132 zu existieren, sondern es sind moglicherweise noch weitere Mitglieder
der Wachstumshormone in den Wirkmechanismus der Retinoide involviert. Die verwen-
dete Immunfluoreszenz Methode ist alerdings als Nachweis fir eine quantitative TGF-31
und TGF-RIlI Hochregulation in diesem Falle nicht ausreichend. Um genauere quantifi-
Zierbare Aussagen Uber die Expression von TGF-131 und TGF-RII nachen zu kénnen, ist
ebenfalls eine PCR Untersuchung der Retinoid- behandelten Haarfollikel hinsichtlich die-

ser Faktoren ndtig.

Die Vermutung, dass moglicherweise auch andere TGF-[3 Isoformen bei den Retinoid be-
handelten Haarfollikeln hochreguliert werden, korreliert mit den Versuchen von Roberts,
Sporn und Wakefield (1992). Sie behandelten Zellen mit Faktoren der Retinoid Rezeptor
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Familie und zeigten eine Hochregulation der Typ 1 Isoform von TGF-[3. Jakowlew et al.
(2000) wies ebenfalls eine vermehrte TGF-132 Expression und eine TGF-133 Herunterregu-
lation nach RA- Behandlung in Lungenkrebszellen nach.

Wicke et a. (2000) verglich das Wundsekret von mit Retinoiden und Steroiden behandel -
ten Wunden. Wahrend im Wundsekret der mit Steroiden behandelten Wunden TGF-3 und
IGF vermindert exprimiert wurde, war bei den mit Retinoiden behandelten Wunden TGF-
3 hochreguliert. Steroide und Retinoide scheinen folglich antagonistische Effekte auf
Wachstumsfaktoren zu besitzen. Diese entgegengesetzten Wirkungen konnten moglicher-
weise bel der Therapie mit Retinoiden zur Reduzierung der Nebenwirkungen genutzt wer-

den.

Mehrere Studien (Foitzik et al., 2000, Paus et. a., 1997, Philpott et a., 1994, Soma et a.
1998, 2001) weisen TGF-32 eine SchlUsselrolle bei der Katageninduktion wéhrend des
Haarzyklus zu. Die vorliegenden Ergebnisse der Dissertation unterstiitzen diese Hypothe-
se. Zum einen konnte bestétigt werden, dass TGF-32 in vitro bel humanen Haarfollikeln
einen Ubergang in eine Katagen- dhnliches Stadium auslést und diese Follikel ein vermin-
dertes Haarwachstum aufweisen (Kapitel 4.2.1). Zum anderen konnte eine TGF-32 Hoch-
regulation in der dermalen Papille bei den Retinoid- behandelten Follikeln gezeigt werden,
kurz bevor sie ins Katagen Ubergehen (Kapitel 4.4). Dies legt die Vermutung nahe, dass
TGF-32 eine zentrale Bedeutung bei der Haarfollikelregression durch Retinoide hat. Die
Hochregulation von TGF-32 im spaten Anagen bel den Tretinoin- behandelten Haarfolli-
keln ist somit hochstwahrscheinlich der entscheidende Faktor fur die Wachstumsinhibition
und Katageninduktion durch Tretinoin.

Auch die in dieser Arbeit aufgezeigte Proliferationsinhibition und Apoptoseinduktion nach
RA- Behandlung (Kapitel 4.3) snd wahrscheinlich Konsequenzen der beschriebenen
TGF-32 Hochregulation. Untersuchungen von Soma et a. (1998) zeigen, dass TGF-32 ein
potenter Apoptoseinduktor ist. Auflerdem reduziert TGF-32 das Wachstum und die Proli-
feration epithelialer Zellen (Hocevar und Howe, 1998, Govinden und Bhoola 2003).
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Die zusitzlich durchgefuhrten Versuche an den Tretinoin- kultivierten Haarfollikeln in
Verbindung mit einem TGF-[3 neutralisierenden Antikorper bestétigen die Bedeutung von
TGF-3 fur die Retinoidwirkungen. Die Neutralisierung von TGF-3 konnte sowohl die
Katageninduktion und Wachstumsinhibition, als auch die Apoptoseinduktion durch
Tretinoin signifikant reduzieren (Kapitel 4.2.3). Damit konnte gezeigt werden, dass es sich
nicht um ene unspezifische TGF-[22 Hochregulation bei den Retinoid- kultivierten
Haarfollikeln handelt, sondern diese TGF-I3 Hochregulation fur die spezifischen Effekte
der Retinoide ausschlaggebend ist.

Deswegen lassen diese Ergebnisse die Spekulation zu, dass bel einer Retinoid- Therapie
eine Neutralisation der TGF-32 Aktionen am Haarfollikel die Anagenphase verlangern

und somit die Nebenwirkungen reduzieren konnte.

Nach der Tretinoin- Behandlung der Haarfollikel konnte speziell in der dermalen Papille
eine vermehrte TGF-[32 Expression beobachtet wurde. Diese Tatsache unterstiitzt die
wichtige Funktion der dermalen Papille als Regulator des Haarzyklus. Interaktionen zwi-
schen der dermaen Papille und dem dariiber liegenden Matrixkeratinozyten sind wahr-
scheinlich verantwortlich fir die Katageninduktion (Hardy 1992).

Die Ergebnisse dieser Arbeit rechtfertigen diese Hypothese, da auf die vermehrte TGF-32
Expression in der dermalen Papille die beschriebene Apoptosesteigerung und Proliferati-
onsinhibition im Haarbulbus folgte (Kapitel 4.3). Als morphologische Konsegquenz konnte
bei diesen Follikeln der Ubergang in ein K atagenstadium beobachtet werden.

Esist aso vorstellbar, dass TGF-[32 durch seine Eigenschaften zur Apoptoseinduktion und

Proliferationsinhibition die Haarfollikelregression von der dermalen Papille aus steuert.

Die Resultate dieser Arbeit, dass Tretinoin durch eine TGF-32 Aktivierung eine Haarfolli-
kelregression induziert, korrelieren sehr gut mit dem klinischen Bild der Nebenwirkungen
von Retinoiden. Eine systemische Retinoid- Therapie wird haufig von Haarausfall beglei-
tet, dessen Ursache in einem Telogeneffluvium begrindet ist. Diese Effekte von Retinoi-
den auf die Haut sind dosisabhéngig und reversibel (Teelmann et al. 1981).

Der Haarausfall wéhrend der Retinoid- Therapie wird vermutlich ebenfalls durch eine
Retinoid- induzierte TGF-32 Hochregulation in der dermaen Papille vermittelt. Daraus

resultiert in diesem Bereich eine verfriht einsetzende Apoptose- und Katageninduktion
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mit anschlief3ender weiterer Haarfollikelregression. Dies endet klinisch bei den Peatienten

mit dem beschriebenen Telogeneffluvium.

Im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit, die in vitro eine systemische Retinoidbehand-
lung imitiert, konnte bel Studien mit topischer Tretinoin Applikation ein positiver Effekt
auf das Haarwachstum ausgel 6st werden.

Bazzano et a. (1993) beschreibt nach aul3erlicher Applikation von all-trans RA eine ver-
langerte Anagenphase und eine verkirzte Telogenphase bei dem C3H Mausmodel. Die
Inkubation von isolierten dermalen Papillenzellen mit Tretinoin hatte bel seinen Experi-
menten keine Auswirkungen auf die Proliferation dieser Zellen. Der Widerspruch von
Bazzanos Ergebnissen im Vergleich zu der vorliegenden Arbeit konnte méglicherweise in
der unterschiedlichen Applikation von Tretinoin liegen. Eine weitere, jedoch unwahr-
scheinliche Erklarung hierfir ist der eventuell unterschiedliche Effekt von Retinoiden auf
murine und humane Haarfollikel.

Ebenfalls widerspriichlich zu den Ergebnissen dieser Arbeit beschreibt Bergfeld et al.
1998 beim Menschen mit androgenetischer Alopezie eine prolongierte Anagenphase nach
Retinoid- Applikation plus Minoxidil, wobei hier die positive Wirkung wahrscheinlich auf
den positiven, Haarwachstum fordernden Effekt von Minoxidil zurickzuftihren ist und

Retinoide die Penetration von Minoxidil zu férdern scheinen.

Wollina et al. haben 1996 das Expressionsmuster der Transforming Growth Factor 3 1so-
formen wahrend der murinen Haarzyklusstadien untersucht. Dabei zeigte sich eine TGF-
31 Immunreaktivitdt wahrend des Anagens bis zum frihen Katagen in der &ul3eren Wur-
zelscheide und nur wahrend des Anagen / Katagenlberganges in der inneren Wurzel-
scheide. TGF-133 dagegen konnte Uber den gesamten Zyklus hinweg im perifollikuldren
dermalen Bindegewebe nachgewiesen werden, alerdings nicht im Haarfollikel selbst. Bel
dieser immunhistochemischen Untersuchung wurde die TGF-32 Expression wéahrend des
Haarzyklus vernachlassigt. Da TGF-32 aber, wie oben beschrieben, eine Schlisselrolle bei
der Katageninduktion besitzt, war ein Ziel dieser Arbeit, an einem geeigneten Mausmodell
die exakte Lokalisation und Vertellung von TGF-132 wéhrend der einzelnen Haarzyklus-

stadien zu charakterisieren.
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An diesem C57BL/6 Mausmodell konnte wahrend des Anagens eine TGF-32 Expression
in den suprabasalen Keratinozyten der aul3eren Wurzelscheide gezeigt werden. Im Verlau-
fe des Katagens wurde eine TGF-322 Immunreaktivitét der Keratinozyten entlang der sich
bildenden Germinativkapsel und im epithelialen Strang erkennbar. Wahrend des darauf
folgenden Telogens stellten sich vor alem Zellen in der &uReren Wurzelscheide entlang
des Haarschaftes und einzelne Keratinozyten um das Kolbenhaar TGF-32 positiv dar. Im
Gegensatz dazu konnte in der dermalen Papille, der Dermis und der inneren Wurzelschei-
de im Verlaufe des murinen Haarzyklus keine TGF-[32 Expression nachgewiesen werden
(Abb. 15).

Anders als bei den Tretinoin- behandelten Haarfollikeln wurde aso wahrend des murinen
Haarzyklus im Anagen / Katagentbergang keine TGF-32 Immunreaktivitét in der derma-
len Pepille gefunden. Moglicherweise findet bei dem murinen Haarzyklus nur eine kurze,
minimale und nicht mittels Immunfluoreszenz darstellbare TGF-132 Hochregulation statt.
Vidleicht unterscheidet sich der murine Haarzyklus jedoch auch von dem humanen be-
zlglich seiner TGF-32 Expression in der dermalen Papille. Eine interessante Anschluss-
studie ware die Uberprifung, ob nach einer Retinoid- Behandlung von Maushaut eine
TGF-132 Hochregulation, verbunden mit einer Katageninduktion im murinen Haarzyklus
zu beobachten ist.

Soma et a. (2001) untersuchte isolierte humane Anagen und Katagenhaarfollikel beziig-
lich ihrer TGF-132 Expression. Somas Untersuchungen stimmen hinsichtlich der TGF-32
Expression im Haarfollikel im Wesentlichen mit dieser Arbeit Gberein. Er beschreibt bei
humanen Haarfollikeln im frihen Katagen im Interzellularraum der dermalen Papille eine
leichte Hochregulation von TGF-32, sowie in den germinativen Matrixzellen. Tretinoin
(all-trans RA) scheint daher in der vorliegenden Arbeit eine vorzeitige Expression von
TGF-132 in der dermalen Papille der humanen Anagenhaarfollikel zu induzieren. Diese
Ergebnisse lassen somit ebenfalls die Spekulation zu, dass TGF-32 mit seinen Eigenschaf-
ten zur Apoptoseinduktion wahrend des Anagen / Katagenuberganges in der dermaen
Papille und den germinativen Matrixzellen eine Schllissalrolle bel der Haarfollikelregres-

sion el nnimmt.

Zusammenfassend lassen die Resultate dieser Arbeit darauf schlief3en, dass die Effekte der

Retinoide wahrscheinlich Uber eine vermehrte TGF-32 Expression vermittelt werden.
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Beim Haarfollikel im speziellen ist diese TGF-32 Hochregulation in der dermalen Papille
lokalisiert. Dies ist ein weiterer Schritt zur Entschliisselung der komplizierten Interaktio-

nen der Retinoidwirkungen.

Aulerdem zeigen die Ergebnisse dieser Untersuchung die hohe Potenz von Tretinoin und
TGF-32 zur Katageninduktion. Dies unterstiitzt die Hypothese, dass TGF-132 eine Schlis-
selfunktion bei der Katageninduktion ennimmt und bietet einen Ansatz zur Aufkl&rung

des Retinoid induzierten Telogeneffluviums.

Aus diesen Grinden liefert diese Arbeit mehrere Konzepte fir die Behandlung des von
Retinoiden induzierten Haarausfalls. Die Therapie konnte zukinftig aus einer lokalen Ap-
plikation von TGF-[32 Antagonisten bestehen, die durch eine TGF-32 Bindung die Haar-
follikelregression verhindern. Auch TGF-I3 Rezeptor Antagonisten konnten die Katagen
induzierenden TGF-I3 Wirkungen reduzieren. Des Weliteren kénnten synthetische Antago-
nisten der RA- Rezeptoren eingesetzt werden, welche die Expression von TGF-32 vermit-
teln, um auf diese Art den TGF-(32 Spiegel zu reduzieren.
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6 Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit lag in der in vitro Untersuchung der Effekte von Treti-
noin auf humane Haarfollikel hinsichtlich des Haarzyklus, des Haarfollikelwachstums und
der Expression von TGF-32 als moglicher Mediator dieser Effekte.

Grundlage fur die durchgefiihrten Experimente bildete eine Literaturrecherche, die z. T.
kontréare Wirkungen von Retinoiden auf das Haarwachstum aufzeigte und Hinweise fur

I nteraktionen zwischen Retinoiden und TGF-R lieferte.

Die vorweg durchgefuhrte Analyse der TGF-32 Expression wahrend des murinen Haar-
zyklus wies eine zyklusabhangige Verteilung von TGF-32 auf, die aufgrund der allgemei-
nen Funktionen von TGF-[2 eine Betelligung an der Haarzyklusregulation und
Katageninduktion vermuten | &sst.

Im Rahmen der experimentellen Untersuchungen konnte bel der Kultivierung von isolier-
ten humanen Haarfollikeln mit Tretinoin (all-trans Retinoic Acid) und TGF-32 eine signi-
fikante Verminderung des Haarwachstums und eine vermehrte Katageninduktion im
Vergleich zu den Kontrollfollikeln gezeigt werden. Dazu korrelierend wies die immun-
histochemische Untersuchung der mit Tretinoin behandelten Haarfollikel eine Hochregu-
lation der Apoptose und Verminderung der proliferierenden Zellen auf.

Des Weiteren konnte bel den Tretinoin behandelten Haarfollikeln in der dermalen Papille
qualitativ mittels Immunfluoreszenz und quantitativ durch eine Rea Time PCR eine
Hochregulation von TGF-32 -RNA und -Protein nachgewiesen werden.

Die Zugabe eines TGF-3 neutralisierenden Antikorpers in die Tretinoin Kultur verminder-

te die wachstumsinhibierenden Effekte der Retinoide auf die Haarfollikel signifikant.

Als zentrales Ergebnis liefern die durchgeftihrten Experimente hinreichend Hinweise da-
fur, dass die aufgezeigten negativen Effekte der Retinoide auf das Haarwachstum Cber
eine TGF-32 Hochregulation in den Fibroblasten der dermalen Papille vermittelt werden.
Die vorliegende Studie tragt damit zur Entschliisselung der Retinoidwirkungen am Haar-
follikel bel und liefert neue Erkenntnisse Uber die Pathogenese und die Therapiemdglich-

keiten des klinischen Phanomens des Reti noid induzierten Haarausfalles.
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