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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS

BA Betulinsäure, betulinic acid
BSA Albumin Bovine Fraktion V
DHR Dihydrorhodamin 123
DMEM Dulbecco’s modified Eagles medium
DMSO Dimethylsulfoxid
EGF epidermal growth factor
ED50 halbmaximale effektive Dosis
FITC Fluoresceinisothiocyanat
FKS Fetales Kälber Serum
GC Gaschromatographie
GC/MS GC/Massenspektrometrie
HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethan-sulfonsäure
HaCaT Human adult low Calcium high Temperature keratinocytes
IGR1 Melanomzelllinie
LDH Laktatdehydrogenase
MEM Minimal Essential Medium
MGM Melanocytes Growth Medium
MFI mittlere Fluoreszenzintensität
MTP Mikrotiterplatten
n Anzahl der Werte pro Meßreihe
NHEM normale humane epidermale Melanozyten
NEHK normale humane epidermale Keratinozyten
PBB PBS / BSA 1%
PBS phosphate buffered saline
PBT 0,1% Tween  20 in PBB
PI Propidiumiodid
pos. Kon. Positivkontrolle
R Korrelationskoeffizient
RT Raumtemperatur
SD Standardabweichung (standard deviation)
SDS Sodiumdodecylsulfat
SFM Serum free (Keratinozytes) Medium
TLC Dünnschichtchromatographie
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
TUNEL Terminale desoxynukleotidyl-transferase-mediated dUTP nick end labeling
UV- ultraviolett
Weitere Abkürzungen werden im Text bei ihrer ersten Verwendung erklärt.
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1. EINFÜHRUNG UND AUFGABENSTELLUNG

Das maligne Melanom ist die bösartigste Krebserkrankung die in der Haut entsteht. Be-
dingt durch eine Zunahme der Neuerkrankungen in den letzten Jahren und auf Grund der
schlechten Prognose bei einem fortgeschrittenen Krankheitsprozess wird verstärkt nach ei-
ner Möglichkeit gesucht, die operativen Maßnahmen und die adjuvanten Behandlungen zu
verbessern.
Die Neuerkrankungsrate des malignen Melanoms bezogen auf 100 000 Einwohner liegt in
Deutschland bei 10 und in Australien bei etwa 60. Hochrechnungen in den USA haben er-
geben, dass etwa jeder neunzigste hellhäutige US-Bürger im Laufe seines Lebens an einem
Melanom erkranken wird (Hauschild et al., 1998). Das Melanom fordert in den USA jähr-
lich 7000 Todesfälle bei einer Überlebensrate von 1:80 (Johnson et al., 1998).
Der Behandlungserfolg ist derzeit im Wesentlichen von einer Früherkennung des Me-
lanoms abhängig. Die 5-Jahresüberlebensrate nach Entfernung eines Tumors mit einer
Dicke ≤ 0,75 mm beträgt 94,9 % aber nur 47,3 % bei einem Tumor > 4 mm.
Ausschlaggebend für die Bösartigkeit des Melanoms sind Anzahl und Lokalisation der
Metastasen (Volkenandt et al., 1999). Grund für die geringen Überlebensraten (10-50 %)
in Stadien nach einer Metastasierung ist das geringe Ansprechen dieses Tumors und seiner
Metastasen auf Chemotherapeutika (Koh, 1991), deren genereller Wirkmechanismus die
Induktion einer Apoptose ist (Fischer, 1994). Der Hauptgrund für den geringen Erfolg der
Chemotherapie dürfte sein, dass in Melanomzellen, verglichen mit anderen malignen
Zelltypen, nur schwer eine Apoptose induziert werden kann (Li et al., 1998). Daneben zei-
gen die Zellen des malignen Melanoms ein niedriges Niveau an spontanen Apoptosen
(Mooney et al., 1995). Weiterhin korreliert die Resistenz auf eine Chemotherapie mit dem
metastasierenden Potenzial des Melanoms (Glinsky et al., 1997).
Neben der operativen Entfernung des Tumors als Therapie der ersten Wahl sind bei gene-
ralisiertem Krankheitsprozess eine den gesamten Organismus betreffende Chemo-
und/oder Immuntherapie unerlässlich. Insgesamt gesehen können jedoch die Behandlungs-
erfolge mit den bisher geprüften Chemotherapeutika als Mono- oder Polychemotherapie
bzw. in Kombination mit anderen Verfahren nicht befriedigen. Darüber hinaus treten bei
diesen Therapieverfahren häufig belastende Nebenwirkungen auf, welche die Lebensqua-
lität der Patienten zusätzlich stark beeinträchtigen und trotz einer Senkung der Metasta-
senlast einen geringen Einfluss auf die Gesamtüberlebensrate besitzen.

Aus dieser kurz umrissenen Situation der steigenden Inzidenz des malignen Melanoms und
der Insuffizienz der bestehenden Therapiemöglichkeiten dieses Tumors bezieht sich unser
Anspruch auf weitergehende Forschungsaktivitäten und damit das Interesse an der Betulin-
säure.
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Der Naturstoff Betulinsäure (BA) wurde als spezifischer Inhibitor des malignen Melanoms
mit einem Apoptose auslösenden Signalweg bei sehr geringer Toxizität beschrieben (Pisha
et al., 1995).

Ziel dieser Arbeit war es, durch Prüfung der Reaktion verschiedener epidermaler Zellsy-
steme im Vergleich zum malignen Melanom die Spezifität der Wirkung der BA zu prüfen
und den Mechanismus der Reaktion zu beurteilen.
Dabei stellte sich auch die Frage, ob der Einsatz von BA eine Therapiemöglichkeit im
Frühstadium der Tumorentstehung bietet, indem maligne entartete Melanomzellen durch
den Naturstoff BA selektiv aus der Haut entfernt werden. Kann BA somit für eine vorbeu-
gende Therapie der Haut nach UV-bedingter Zellschädigung eingesetzt werden, ohne das
toxische Effekte an der gesunden Haut auftreten?
Zur Untersuchung der Spezifität der BA in der Haut wurden Toxizitätsstudien zum Prolife-
rationsverhalten und Untersuchungen apoptotischer Prozesse an Melanomzellen, normalen
Melanozyten und Keratinozyten durchgeführt.

Schwerpunktmäßig wurden folgende Fragen bearbeitet:

- Kann die in der Literatur beschriebene Apoptoseinduktion beim malignen Melanom an
der Melanomzelllinie IGR1 bestätigt werden?

- Zeigen normale humane epidermale Melanozyten ein anderes Ansprechen auf BA im
Vergleich zu Melanomzellen?

- Reagieren Keratinozyten ebenfalls auf BA mit Änderungen des Proliferationsverhal-
tens und Eintritt in einen geregelten Zelltod?

- Wie ist die Wirkung der BA auf Keratinozyten zu beschreiben? Welche Prozesse wer-
den in den Keratinozyten ausgelöst?

- Wie ist nach Beantwortung dieser Fragen das Toxizitätsprofil bei einer topischen An-
wendung der BA zu bewerten?
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2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

2.1. Apoptose - biologische Relevanz im Organismus

Für den Tod einer Zelle kann es verschiedene Gründe geben. Die Prozesse, die dabei ab-
laufen, lassen sich anhand der Grundmechanismen in Nekrose und Apoptose einteilen.
Der pathologische Prozess ist die Nekrose. Unphysiologische Bedingungen (Hitze, Strah-
lung, lytische Viren, extreme Veränderungen der physiologischen Bedingungen) führen
zur Zerstörung der Zellmembran und zur Freisetzung des Zytosols. Es folgen Entzündun-
gen und die unspezifische Zerstörung größerer Gewebsareale. Die Nekrose steht nicht in
Verbindung mit der normalen Organentwicklung.
Die Apoptose, die häufigste Form des Zelltodes im Organismus, läuft geregelt (program-
miert) ab (Kerr et al., 1972). Die Zellen zeigen im mikroskopischen Bild nach einem "Ko-
chen" (boiling o. blebbing) der Zellen ein Abschnüren kleiner membranumschlossener
Partikel, den apoptotic bodies, die von Nachbarzellen oder Makrophagen phagozytiert
werden. Aus diesem Grund kommt es in dieser Phase nicht zu Entzündungen im Gewebe.
Im Verlauf der Apoptose werden eine Reihe von Proteinen neu synthetisiert, und es kommt
zu einem Ablauf verschiedener Signalkaskaden. Das Chromatin kondensiert, und die DNA
wird in Bruchstücke von annähernd 200 bp geschnitten. Die Dauer der Apoptose vom in-
itialen Zellschrumpfen bis zur Abgabe der apoptotischen Körperchen kann schnell (1-3 h,
Lymphozyten) oder langsam (48-72 h, Keratinozyten) verlaufen (Hakke et al., 1993).
Zur Apoptose kommt es bei einer ganzen Reihe physiologischer Prozesse, die dazu dienen,
Funktionen und Gestalt der Organe zu erreichen und zu erhalten. Ein Beispiel für die Aus-
prägung der Gestalt ist die Embryonalentwicklung der Hand. Apoptotische Prozesse sor-
gen hier dafür, dass Zellen in den Fingerzwischenräumen absterben und die Hand ihre
endgültige Form annimmt (Übersicht: Jacobson et al., 1997 ). Die Apoptose dient zur Ho-
möostase, d. h. zur Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwischen proliferierenden und
sterbenden Zellen und somit z.B. für eine konstante Dicke der Haut.
Apoptotische Prozesse sind weiterhin zur Ausprägung bestimmter Merkmale der einzelnen
Organe notwendig, so bei der Bildung der Hornhaut des Auges, der Umwandlung der Zel-
len in den Talgdrüsen und der Entstehung von Hautanhangsgebilden. Nicht zuletzt liegen
dem komplexen Aufbau der Haut apoptotische Prozesse zu Grunde. Auf die Umwandlung
des Keratinozyten zum Korneozyten soll im Kap 2.2.1 noch näher eingegangen werden.
Weiterhin führen apoptotische Prozesse nach überstandenen Infektionen durch das
Fas/Fas-Ligand System dazu, die Zahl der immunkompetenten Zellen wieder auf einen
normalen Wert zu regeln (Trauth et al., 1989, Nagata et al., 1995).
Neben diesen Prozessen dient die Induzierung der Apoptose in geschädigten Zellen dazu,
funktionsuntüchtige Zellen in Geweben selektiv zu eliminieren, um sie durch neue ersetzen
zu können.
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Pathologische Veränderungen in der Zelle können zu einer Verminderung oder Erhöhung
der Apoptoserate führen. Wenn bei der Entstehung von Tumoren das Zellwachstum unge-
bremst verläuft und die Zellen maligne entarten, bilden sich Tumore, in denen eine verrin-
gerte Apoptoserate für die Massenzunahme verantwortlich sein kann. Um dem
vorzubeugen, gibt es in der Zelle Mechanismen die DNA-Schäden erkennen. Vor der
Zellteilung werden diese repariert oder eine Apoptose induziert. Hier sind die p53, c-myc
und c-fos Kontrollmechanismen zu nennen.
Eine erhöhte Apoptoserate bei pathologischen Prozessen liegt bei einigen Krankheiten vor
so z.B. bei HIV-Erkrankungen, neurodegenerativen Erkrankungen, wie Alzheimer (Cot-
man et al., 1995) und Autoimmunerkrankungen, graft versus host-Erkrankungen, akuter
Leukämie, viraler Hepatitis und vielen mehr. Bei diesen pathologischen Zuständen werden
die natürlichen Regulationsmechanismen umgangen oder sind defekt. Neben dem Schutz
des Organismus vor einer zu hohen Viruslast führen diese unphysiologischen, hohen
Apoptoseraten zu degenerativen Veränderungen in Geweben.

2.2. Bedeutung apoptotischer Prozesse in der Haut

In der Biologie der Haut besitzen apoptotische Abläufe einen großen Stellenwert.
Sie dienen der Aufrechterhaltung der Homöostase der Haut. Die Differenzierung der Kera-
tinozyten, eine Sonderform der Apoptose, führt zur Ausprägung der typischen Schichtung
der Haut und der Funktionsfähigkeit als Abschlussgewebe. Am Ende dieses Umwand-
lungsprozesses steht die Bildung des Korneozyten.
Die Apoptose spielt eine Rolle bei der Entwicklung der Haut und der Hautanhangsgebilde
und hier z.B. eine zentrale Rolle bei der spontanen Haarfolikelregression (Katagen) (Lin-
der et al., 1997).
Die Apoptose ist weiterhin wichtig, um funktionsgeschädigte (z.B. Sunburn Zellen nach
UV-Exposition), von Viren infizierte oder genetisch veränderte Zellen zu eliminieren. Der
geregelte Zelltod spielt aber auch in der Pathogenese einiger Erkrankungen eine wesentl i-
che Rolle. Beispiele für Krankheiten, in denen eine gesteigerte oder verminderte Apoptose
in der Haut stattfindet, sind in der Tabelle 1 dargestellt.
Neben der Auslösung der Apoptose aufgrund natürlicher Ereignisse oder pathologischer
Prozesse ist der geregelte Zelltod auch bei einigen dermatologisch eingesetzten Therapie-
formen von Bedeutung. Hierzu zählen unter anderem UV-B-Bestrahlung, PUVA-Therapie,
Dithranol, Glukokortikoide, Cyclosporin A, Zink, Dosis-abhängig nach γ-Strahlung, Hy-
perthermie, Kryothermie und nach Zytostatikabehandlung (Cyclophosphamid, Doxoru-
bicin, 5-Fluorouracil, Vincristin, Methotrexat, cis-Platin).
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Tabelle 1: Mit apoptotischen Veränderungen assoziierte Hauterkrankungen
(Paus et al., 1995, Teraki et al., 1999)

Verminderung der Apoptose Zunahme der Apoptose

entzündliche
Hauterkrankungen

- Psoriasis - Lichen planus
- Lupus Erythematosus
- Erythema multiforme
- Graft versus host Krankheit
- fixes Arzne imittelexanthem
- Dermatitis nach Applikation von

Dithranol, Dichromat oder Krotonöl

Tumor

- Basalzellen Karzinom
- Squamous Zellkarz inom
- Melanom
- CTCL

- Basalzellen Karzinom
- Regressives Keratoacanthom
- Morbus Bowen
- Merkelzellen Tumor

Virale Infektionen

- Verruca plana
- Ebstein Barr-Virusinfektion

- Viruspapillome
- AIDS
- Herpes-Virusinfektionen
- Ebstein Barr-Virusinfektion

UV - Dermatitis solaris (sunburn cells)

autoimmune
Störungen

- SLE
- Sjorgen Syndrom

- Skleroderma

Wundheilung - Keloid

Alopezie

- Alopecia areata
- vernarbende Alopezien
- androgene Alopezie
- Arzneimittel induzierte Alopezie

2.2.1. Charakterisierung apoptotischer Prozesse des Keratinozyten

Neben diesen unterschiedlichen Bedeutungen des geregelten Zelltodes soll nun auf zwei
verschiedene Apoptoseformen des Keratinozyten der Haut eingegangen werden. Keratino-
zyten sind mit 90 % die häufigste Zellpopulation der Epidermis der Haut (Wokalek et al.,
1992).
Diese epithelialen Zellen sind gegenüber den Melanozyten zu zwei unterschiedlichen For-
men der Apoptose befähigt. Am Ende der einen Apoptoseform steht die Eliminierung einer
geschädigten Zelle. Hier seien Sunburn Zellen genannt, die nach einer UV-Schädigung
auftreten, Zunahme der Apoptose bei Entzündungen durch vermehrte Freisetzung von
TNF-α und induzierte Apoptose durch das Perforin/Granenzym oder Fas/Fas-Liganden
System (Übersichtsartikel Teraki et al., 1999). Diese Form des geregelten Zelltodes geht
mit den typischen Ereignissen einher, wie der Bildung von Apoptosekörperchen und DNA-
Fragmentierung und verläuft nicht immer ohne Entzündungen. Grund hierfür ist eine er-
schwerte Phagozytose der Apoptosekörperchen durch den Anteil an Keratinen und Tono-
filamenten. Diese Partikel gelangen unter Membranverlust in die Dermis und sind dort als



6

Kolloidkörperchen (Civatte Körperchen) sichtbar. Diese können Autoimmunreaktionen
hervorrufen (Nasemann et al., 1982).
Die zweite Form der Keratinozytenapoptose ist die terminale Differenzierung, die der Ke-
ratinozyt durchläuft, um am Ende dieses Prozesses eine ausdifferenzierte, tote Zelle, den
Korneozyten, zu bilden. Dieser Signalweg zeigt mit der oben beschriebenen Apoptose
Gemeinsamkeiten (Gandarillas et al., 1999, Paus et al., 1995). Am Ende dieser Apoptose
steht aber kein Verlust einer Zelle sondern die Bildung des Stratum corneum. Auf diese
Umwandlungsprozesse in der Epidermis soll nun näher eingegangen werden.

Die Epidermis, die äußere Schicht der Haut, ist in verschiedene Strukturen unterteilt, die
gleichzeitig die unterschiedlichen Differenzierungsstadien der Keratinozyten darstellen.
Das Stratum basale beinhaltet den Pool proliferierender Keratinozyten. Diese Zellen sind
durch verschiedenste Mechanismen vor toxischen Einflüssen geschützt, so durch die Bar-
rierefunktion des Stratum corneum und durch Melanozyten, die durch die Melaninproduk-
tion einen Schutz vor UV-Strahlung bieten (epidermale Melanineinheit) (Fitzpatrick et al.,
1963). Weiterhin trägt ein erhöhter Bcl-2 Spiegel in der kutanen Stammzellenpopulation
zur Unterdrückung der Apoptose bei. In diesen Basalzellen erfolgt eine genaue Kontrolle
der Zellteilung durch "Checkpoints" des Zellzyklus oder durch extrinsische Faktoren wie
den Tumornekrosefaktor (TNF-α) oder den transformierenden Wachstumsfaktor TGF-β
(Funk et al., 1997).
Wird eine der Tochterzellen zur terminalen Differenzierung angeregt, verlässt diese Zelle
das Stratum basale und wird zu einer Zelle des Stratum spinosum. Diese Zellen sind durch
eine Zunahme des Zellvolumens und der Anzahl der Organellen gekennzeichnet. Die des-
mosomalen Verbindungen der einzelnen Zellen werden deutlich und so nimmt diese Zelle
eine stachlige Form an (Stachelzellen). Im weiteren Verlauf dieser Entwicklung beginnen
die Zellen mit der Exprimierung von Intermediärfilamentproteinen. Hier ist das Involucrin
zu erwähnen, das als ein früher Marker der Differenzierung gilt. Die Differenzierung
schreitet fort, indem Keratohyalingranula ausgebildet werden. Die Zellen erscheinen nun
granuliert, worauf sich der Name Stratum granulosum (Körnerzellenschicht) begründet.
Hauptbestandteil des Keratohyalins ist das Protein Filaggrin, das an der Verdichtung und
Vernetzung von Keratin beteiligt ist. Die Expression weiterer Proteine ist in der Abbildung
1 dargestellt. Keratinozyten des Stratum granulosum zeigen neben der Keratinbildung eine
Endonuklease-Aktivität und DNA-Fragmentierung (McCall et al., 1991).
In der Übergangszellzone (transtitional cell zone) erfolgt nun die Umwandlung des leben-
den Keratinozyten zum toten Korneozyten, der in die kompakte Lipidmembran des Stra-
tum corneum eingebettet ist. Das Stratum corneum bildet durch diese komplexen
Gemische aus Hautlipiden die Hauptbarriere für eindringende Substanzen, Mikroben und
Partikel, aber auch einen Schutz vor epidermalem Wasserverlust. Das Stratum corneum
lässt sich noch einmal in zwei Bereiche einteilen, das Stratum corneum conjunctum, mit
einem kompakten Zellverband, und das Stratum corneum disjunctum, in dem die Zellen
locker gelagert sind und abgeschilfert werden.
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Mit dem Abstoßen der Zellen endet der Lebenszyklus der Keratinozyten. Die durch-
schnittliche Zeit zwischen Mitose und Abschilferung eines Keratinozyten an der Hautober-
fläche beträgt etwa 30 d.

Abbildung 1: Schematische Präsentation von Bereichen der Genexpression wichtiger Proteine in der Epider-
mis während der terminalen Keratinozytendifferenzierung (nach Eckert et al.,1997) TG = Transglutaminase,
K = Keratin. In der TG1 Gruppe werden K1 und K10 später exprimiert als die anderen Marker

2.3. Nachweismöglichkeiten der Apoptose

Nachdem dargelegt wurde, dass die Apoptose eine wichtige physiologisch Bedeutung be-
sitzt, sollen nun Möglichkeiten zum Nachweis einer Apoptose erläutert werden.
Neben der visuellen Möglichkeit eine Apoptose von einer Nekrose zu unterscheiden, gibt
es viele Methoden, die es erlauben, auf eine nekrotische Schädigung der Zytoplasmamem-
bran zu schließen. Hierzu gehört der Nachweis der bei einer Nekrose freigesetzten zytoso-
lischen Enzyme, wie z.B. basische und saure Phosphatasen, Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase, Glutamat-Pyrovat-Transaminasen, Arginosuccinatlyase (Martin et al., 1991)
oder die in dieser Arbeit genutzte Lactatdehydrogenase (Courjault et al., 1993).
Die Enzymaktivität korreliert mit der Menge lysierter Zellen (Göhring, 1999). Neben der
Freisetzung der Enzyme kann aber auch nach dem Labeln der Zellen die Freisetzung von
Fluorochromen oder radioaktiv markierten Aminosäuren im Zellüberstand gemessen wer-
den (Kolber et al., 1988, Danks et al., 1992). Weitere Standardmethoden beruhen auf der
Aufnahme oder dem Ausschluss von Farbstoffen, wie Trypan Blau, Eosin, Nigrosin, Ethi-
diumbromid oder Propidiumiodid (PI) (Cook et al., 1989).
Neben fließenden Übergängen zur Nekrose, z.B. bei Perforin-induzierter Apoptose durch
T-Zellen, ist das typische Ereignis des geregelten Selbstmordes der Zelle das Auftreten von
DNA-Fragmenten, die sich um ca. 180 bp unterscheiden (Wyllie, 1980). Neben der
DNA-Leiter im Agarosegel besteht weiterhin die Möglichkeit, die Fragmentierung am
Durchflusszytometer und am Fluoreszenzmikroskop zu beobachten. Am Durchflusszyto-
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meter kann die Abnahme der DNA-Menge des Kerns durch eine DNA-Färbung mit Propi-
diumiodid erfolgen und ist mit dem Auftreten des Apoptose Peaks (Ap-Peak bzw. Sub-
G0/G1-Peak) bei Zellzyklusuntersuchungen verbunden (Walker et al., 1993, Cohen et al.,
1994). Am Fluoreszenzmikroskop ist nach Färbung der DNA eine Kondensation des
Chromatins zu beobachten. Außer diesem direkten Nachweis können die entstehenden
freien Enden der DNA-Fragmente durch labeling mittels terminaler Desoxynukleotidyl-
transferase (TUNEL-Methode) oder mit DNA-Polymerase 1 (Klenow) durch einen ELISA
oder durch Fluoreszenzanregung detektiert werden.
Weitere Ereignisse der Apoptose sind neben den typischen Veränderungen der DNA die
Translokalisation des Phosphatidylserins an die äußere Zellmembran (Fadok et al., 1992,
Koopman et al., 1994), die Bindung des APO2.7-Antikörpers an ein 38 kDa Protein der
mitochondrialen Membran (Zang et al., 1995), die Detektion aktivierter Caspasen oder
Caspaseschnittprodukte, z.B. des Zytokeratin 18 mit dem M30 CytoDeath Kit  (Caulin et
al., 1997) oder PARP. An der Apoptose sind verschiedene Signalkaskaden beteiligt. Eine
Detektion der involvierten Proteine und deren Verhältnisse zueinander oder eine Hem-
mung der Apoptose kann ebenfalls als Nachweis apoptotischer Prozesse dienen.
(http://www.biochem.boehringer-mannheim.com/techserv/apoptosis/index.htm)

2.4. Vorstellung der Betulinsäure und ihrer biologischen Aktivität

Die Betulinsäure (BA) ist eine Triterpensäure mit großer biologischer Aktivität und brei-
tem Vorkommen im Pflanzenreich. Der Name dieses sekundären Stoffwechselproduktes
leitet sich vom entsprechenden Alkohol ab, dem Betulin, der ein Hauptbestandteil der wei-
ßen Borke der Birke ist und zur Gewinnung der BA durch Oxidation dienen kann (Kim et
al., 1998). Die Bildung der BA ist nicht auf bestimmte Pflanzenfamilien beschränkt. Sie
konnte unter anderem in den folgenden Pflanzenfamilien nachgewiesen werden: Rhamna-
ceae (Pisha et al., 1995), Simarubaceae (Herz et al., 1972), Ericaceae (Robinson et al.,
1970), Platanaceae (Zellner und Ziffer, 1925, Galgon et al., 1999). Ein Vorkommen in tie-
rischem Geweben wurde bisher noch nicht beschrieben. BA gehört zur Gruppe der Lupen-
säuren. Es handelt sich um eine 3β-Hydroxy-lup-20(29)-en-28-säure mit einem lipophilen
Grundgerüst und einer tertiären Carboxylgruppe.
Auf der Suche nach neuen Targets oder den wirksamen Bestandteilen alter Arzneipflanzen
fand man viele, zum Teil völlig verschiedene Wirkungen der BA. Die Vielzahl der Publi-
kationen in den letzten Jahren zum Thema BA bringt ein breites Wirkspektrum zum Aus-
druck. Im Folgenden soll nun auf diese Ergebnisse eingegangen werden, um die
arzneistoffliche Potenz der BA zu charakterisieren und unser Interesse an diesem Natur-
stoff zu begründen.
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Abbildung 2: Stereochemische Darstellung der Betulinsäure

Im Jahr 1972 berichteten Sheth et al. über eine BA-Aktivität im Walker 256 murinen Kar-
zinosarkoma Tumorsystem in Dosen vom 300 und 500 mg pro kg Körpergewicht. Ähnli-
che Antitumoraktivität im P388 murinen Lymphozyten System wurde von Trumbull et al.
(1976) beschrieben. Tests des National Cancer Institute konnten dieses Ergebnis nicht be-
stätigen (Unveröffentlichte Daten, nach Pisha et al., 1995). Forciert wurde die BA-
Forschung an Tumoren dann durch die Arbeit von Yasukawa et al. (1991). BA wurde hier
als Inhibitor der Tumorformierung beschrieben.
In den Vordergrund meiner Betrachtungen möchte ich zuerst die von Pisha et al. (1995)
beschriebene spezifische Wirkung auf das maligne Melanom stellen. Als Ergebnis dieser
Arbeit wurde BA als Melanom-spezifisches zytotoxisches Agens beschrieben. In Mäusen,
die ein menschliches Melanom trugen, wurde das Wachstum der Tumore ohne das Auf-
treten toxischer Effekte inhibiert. Als Ergebnis dieser Antitumoraktivität ist die Auslösung
der Apoptose durch den Nachweise des Sub-G0/G1 (Ap) Peaks am Durchflusszytometer
und den 50 kbp Formationen im Agarosegel gezeigt worden.
Des weiteren wurde eine Apoptoseauslösung in neun Neuroblastom-Zelllinien durch
Schmidt et al. (1997) beschrieben. Die Apoptose wurde durch den Nachweis der DNA-
Fragmentierung determiniert. Einen Beitrag zu einem möglichen Wirkmechanismus lei-
steten Fulda et al. (1997, 1999 a, 1999 b) an neuroektodermalen und Gehirntumoren. Von
dieser Arbeitsgruppe wird eine CD95 (APO1/Fas) und p53 unabhängige Apoptose postu-
liert, wobei BA Mitochondrien aktiviert und die Freisetzung von apoptotischen Faktoren
induziert werden (Fulda et al., 1998 b). Die Bestätigung der Apoptose erfolgte neben
DNA-Fragmentierung und Detektion der Phosphatidylserinumlagerung hier durch den
Nachweis der aktivierten Caspasen 3, 8 und deren Substrat PARP durch Westernblotme-
thoden. Daneben wurde gezeigt, dass die proapoptotischen, Bcl-2 verwandten Proteine,
wie Bax und Bcl-xS, hochreguliert wurden, Bcl-2 und Bcl-xL aber unbeeinflusst blieben.
Eine Apoptoseauslösung an Gliomzellen konnten gleichsam Wick et al. (1999) durch To-
xizitätsstudien und Nachweise der DNA-Fragmentierung, Caspase 3 und 8 Aktivierung
darstellen. Gegenüber Fulda et al. (1998b) zeigten Wick et al. (1999) eine Änderung von
Bcl-2, aber keine des proapoptotischen Bcl-xS. Insgesamt wurde keine Änderung des Ver-



10

hältnisses der pro- und antiapoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie nachgewie-
sen.
Speziell der p53-abhängige Weg der Apoptoseregulierung wird derzeit noch kontrovers in
der Literatur diskutiert (Correspondence re: Fulda et al., Rieber und Strasberg Rieber,
1998). Rieber und Strasberg-Rieber (1998) konnten nach 52 h einen Anstieg des p53-
Gehaltes im Verhältnis des cdk Inhibitors p21WAF1 belegen. Wobei Wick et al. (1999) in
p53 überexprimierenden versus Wildtyp versus p53 null Zelllinien keine BA-Resistenzen
aufzeigen konnten.
Die Melanomspezifität der BA zu erhöhen, ist ein weiteres Ziel verschiedener Autoren und
Patente (Kim et al., 1998, Jeong et al., 1999, Dasgupta WO 9629068 A2).
Eine weitere mögliche therapeutische Anwendung wird in der Behandlung der HIV-
Erkrankung gesehen. BA wurde als Hemmer des Eindringens des HI-Virus Typ 1 in die
Zelle und als Proteaseinhibitor beschrieben (Mayaux et al., 1994, Fujioka et al., 1994, So-
ler et al., 1996, Evers et al., 1996, Kashiwada et al., 1996, Ma et al., 1999). Seither wurde
vor allem an der Synthese und Targetfindung gearbeitet (Hashimoto et al., 1997, Kashiwa-
da et al., 1998, Vlietinck et al., 1998).
Darüber hinaus wurden in vitro (Dunstan et al., 1998) und in vivo (Mukherjee et al., 1997)
ein antiinflammatorisches Potenzial der BA gefunden. So wird zum Beispiel von Recio et
al. (1995) BA im Carrageen und Serotonin Pfotenödem Test und TPA und EPP Ohrödem
Test BA als Substanz mit den meisten Auswirkungen beschrieben. Diese Effekte wurden
aber von Manez et al. (1997) relativiert.
Bei der in vitro Testung der BA gegen den Malariaparasiten Plasmodium falciparum
konnten Bringmann et al. (1997) eine Antimalariaaktivität zeigen. Dies konnte zwar in vi-
tro von Steele et al. (1999) bestätigt werden, aber die in vivo Daten dieses Autors belegen
diesen Befund nicht.
Ferner wurde BA auf eine mögliche antibakterielle Kapazität getestet. Hierzu konnten
Nick et al. (1995) keine Wirkung der BA feststellen.

Zusammenfassend ist über die Wirkung der BA festzustellen, dass eine anti-HIV Wirkung
und eine Antitumorwirkung beschrieben wurde. Zwei Prozesse, in denen entweder eine er-
höhte Apoptoserate oder eine Unterdrückung der Apoptoseauslösung auftritt.
Zu einem möglichen Wirkmechanismus der BA sind schon einige Hinweise bekannt. Der
genaue Mechanismus ist aber bisher noch nicht geklärt.
Die Untersuchungen zur Spezifität der BA zwischen maligne entarteten und normalen
Zellen sind bisher nur unzureichend erfolgt.
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3. MATERIALIEN UND METHODEN

3.1. Chemikalien

Chemikalien Hersteller
Acetanhydrid Laborchemie, Apolda
Acrylamid/Bis rotiphorese® Gel 40 ROTH, Karlsruhe
Albumin Bovine Fraktion V Serva Feinbiochemica, Heidelberg
Anisaldehyd Laborchemie, Apolda
Annexin-V-Fluos Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
Antibiotisch-antimykotischer Zusatz Gibco, Life Technologies GmbH, Eggen-

stein
Anti p53 DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
Aprotinin Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
APS (Ammoniumperoxodisulfid) Merck, Darmstadt
APO2.7-Antikörper Coulter-Immunotech, Marseille, Frank-

reich
Betulinsäure (Referenzsubstanzen) Phytochem, Neu Ulm

ROTH, Karlsruhe
Bromphenolblau Fluka (BioChemika), Schweiz
BioRad Proteinassay BIO-RAD, München
Blotting-Papier (Wathmanpapier) GLW, Würzburg
CaCl2 Merck, Darmstadt
Caspase 3, CPP32 Antikörper Calbiochem-Novabiochem, La Jolla
Caspase-3-Inhibitor IV BACHEM, Heidelberg
Cell Proliferation ELISA, BrdU
(colorimetric)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Cytotoxicity Detection Kit (LDH) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Dichlormethan Laborchemie, Apolda
Dihydrorhodamin 123 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck-Suchardt, München
Dispase Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium
(DMEM)

Gibco, Life Technologies GmbH, Eggen-
stein

ECL-Reagenz Amersham pharmacia biotech
Eichproteine für SDS-Gelelektrophorese
combithek®

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim

Entwickler EAST MAN KODAK Company, USA
EDTA Fluka (BioChemika), Schweiz
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EGDT Fluka (BioChemika), Schweiz
Essigsäure 98% Laborchemie, Apolda
Filaggrin, monoclonaler Antikörper BIOTREND Chemikalien GmbH, Köln
Fixierer EAST MAN KODAK Company,USA
Fetales Kälber Serum (FKS) Biochrom KG seromed, Berlin
Glycerol Laborchemie, Apolda
Glycin Merck, Darmstadt
HEPES Calbiochem-Novabiochem, La Jolla
Hexamethyldisilazan Merck, Darmstadt
Involucrin, NCL-INV Antikörper Novocastra Laboratories Ltd, Newcastle,

UK
In Situ Cell Death Detektion Kit (Fluo-
rescin)

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim

Isopropanol Merck, Darmstadt
Isotypkontrolle ms-IgG2b-FITC low F/P DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
Isotypkontrolle X931 DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
Leupeptin Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
KCl Merck, Darmstadt
K2HPO4 Merck-Suchard, Hohenbrunn
Kristallviolett (Gentianaviolett) Riedel-de Haen, Seelze
M30 CytoDeath Kit Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Melanozyten (NHEM) PromoCell biosience alive GmbH, Hei-

delberg
Melanocytes Growth Medium (MGM) PromoCell biosience alive GmbH, Hei-

delberg
Minimal Essential Medium (MEM) Gibco, Life Technologies GmbH, Eggen-

stein
β-Mercaptoethanol Fluka (BioChemika), Schweiz
Methanol Merck, Darmstadt
Milcheiweiß Glücksklee
Natriumcitrat Laborchemie, Apolda
Natriumazid Sigma
NaCl Merck, Darmstadt
NaH2PO4⋅H2O Merck, Darmstadt
NaOH Merck, Darmstadt
Natriumdesoxycholat Merck, Darmstadt
Nitrocellulosemembran 20 µm, 45 µm Sartorius AG, Göttingen
p-Phenyldiamin Merck, Darmstadt
Paraformaldehyd Merck, Darmstadt
Phosphorsäure 85 % Merck, Darmstadt
PMSF, Phenylmethansulfonylfluorid Merck, Darmstadt
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Ponceau-Rot S-Solution Fluka (BioChemika), Schweiz
Pyridin Merck, Darmstadt
Protease Inhibitor Cocktail Boehringer MannheimGmbH, Mannheim
Protein Assay Kit SIGMA Diagnostics
Rnase (60 Kunits U/mg) SIGMA
Röntgenfilm X-ray Retina Fotochemische Werke GmbH, Berlin
Schwefelsäure Laborchemie, Apolda
SDS (Sodium dodecylsulfat) Fluka (BioChemika), Schweiz
Sekundärer Antikörper medac M35001 DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
Serum free Medium (SFM) Gibco, Life Technologies GmbH, Eggen-

stein
Squalan Merck, Darmstadt
Trimethylchlorsilan Merck, Darmstadt
Tris (Tris-Hydroxymethyl-amino-
methan)

Merck, Darmstadt

Triton  X-100 Fluka (BioChemika), Schweiz
Temed
(N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin)

Fluka (BioChemika), Schweiz

Trypsin-Inhibitor (Soybean) Gibco, Life Technologies GmbH, Eggen-
stein

Tween  20 (pure) Polyoxyethylensorbi-
tanmonolaureat

Serva Feinbiochemica, Heidelberg

3.2. Verwendete Geräte und Hilfsmittel

Geräte Hersteller
Analysenwaage Typ MC5-OCE, Sartorius AG, Göttingen
Absorptionsreader (MTP-Reader) Labsystems iEMS Reader, Helsinki,

Finnnland
Blot-Apparatur Hoefer SemiPhor Pharmacia Biotech, San Franzisco, USA
Brutschrank BB6060 Heraeus, Hanau

Serie 300 COMPACT, ReCon GmbH
Stadthagen
INCO 2/108, memmert Schwabach

Durchflusszytometer FACScan, Becton Dickinson, San Jose,
USA

Dünnschichtchromatographieplatten
(silica gel 60 F254)

Merck, Darmstadt

Dual Gel Caster, Hoefer Amersham Pharmacia Biotech, San Fran-
cisco, USA

Elektrophoreseapparatur Hoefer Amersham Pharmacia Biotech, San Fran-
cisco, USA
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Elekrophorese-Spannungsgerät EPS 600 Pharmacia Biotech, San Francisco, USA
FACS-Röhrchen (Polysteren Reagenz-
glas mit Rundboden (ohne Verschluss)
12x7,5

Falcon

Fluoreszens- und Durchlichtmikroskop Olympus BH-2/RFCA, Olympus Optical
Co., Japan

Teilerspiegel und Filterkombination BH2-DMU (Teilerspiegel DM400, Anre-
gungsfilter 20UG1, Sperrfilter 17L420)

Fluoreszenzreader Fluoroskan Ascent Labsystems, Helsinki, Finnland
Gaschromatograph 6890GC Hewlett Packard (Waldborn)

HP5 Säule (30 m×320 µm i.d., 0,25 µm
flüssige Phase

Gaschromatograph gekoppelt mit Mas-
senspektrometer

Hewlett Packard Model 5890 series II
Massen selektiver Detektor 5972

1H-NMR Avance DRX 500, Bruckner, Rheinstetten
Laminarbox Hs12, Heraeus Instruments, Hanau
Lichtmikroskop Olympus CK-2 TR, Olympus CK 40,

Olympus Optical Co., Japan
MS für Molmassenbestimmung LCQ MS, Finningen, Bremen

Hewlett Packard 5989A mit API Elektro-
spray 59987A

pH-Messgerät Digital pH-Meter pH525, WTW GmbH,
Weilheim

Präzisionswaage Typ 870-13, Gottl. Kern & Sohn, Albstadt
Zellschaber Greiner Labortechnik, Frickenhausen
Software zum Absorptionsreader Sero Calc Vers. 4.0
Software zum Absorptionsreader Ascent Research Edition Vers.1.2.1.
Software zum Durchflusszytometer PASCAL 3.22 (Systemsoftware)

Lysis II Ves. 1.1
CellFit-Software Vers 2.01.2
Cellquest, Modfit

Vortex Vortex genie 2 [Scientific Industries,
USA]

Wasserbad Thermostat B3-DC1, Haake, Karlsruhe
Zellkulturgefäße:
-96er Mikrotiterplatten (MTP)
-20 und 50 mm Kulturschalen
-5, 20 und 50 ml Kulturflaschen

Greiner Labortechnik, Frickenhausen

Zellsieb 70 µm Greiner Labortechnik, Frickenhausen
Zentrifugen Biofuge primo, Biofuge primo R, Heraeus

Instruments, Hanau



15

3.3. Zellkultivierung

Für die Experimente wurden kontinuierliche Zelllinien [IGR-1 (Melanomzelllinie), HaCaT
(immortalisierte Keratinozytenzelllinie)], normale humane epidermale Melanozyten
(NHEM) und normale humane epidermale Keratinozyten (NHEK) genutzt. Die Zellen
wurden als Monolayer kultiviert und bei etwa 80 % Konfluenz für die Experimente ge-
nutzt. Vor jedem Experiment wurden die Zellen auf Kontaminationen durch Bakterien und
Pilze untersucht, und der Zellkulturstamm 2-wöchentlich auf Mykoplasmenkontamination
durch DNA-Färbung am Fluoreszenzmikroskop getestet, da deutliche Beeinflussungen der
Ergebnisse durch diese Zellparasiten auftreten (Tsai et al., 1995, Lindl, 2000).

3.3.1. IGR1-Melanomzelllinie

Als Modell für maligne entartete Melanozyten diente der IGR1-Zellstamm. Die IGR1-
Melanomzelllinie ist ein käuflicher Zellstamm, dessen Zellen aus einer Lymphknotenmeta-
stase in der Leistengegend eines 42 Jahre alten Mannes stammen. Die Zellen sind hyperdi-
ploid und verursachen verschieden pigmentierte Tumore von großem Umfang, mit einem
Eumelaninanteil zwischen 60 und 85 % (Odh et al., 1994).
Die Melanomzelllinie IGR1 wurde in Minimal Essential Medium (MEM), Dulbecco’s
Modifiziertem Eagle Medium (DMEM) mit Zusatz von 10 % fetalem Kälberserum und
antibiotisch-antimykotischem Zusatz (100 IU/ml Penicillin G, 100 mg/ml Streptomycin,
0,25 mg/ml Amphotericin B), in Serum freiem Medium (MGM) bei 98 % Luftfeuchtigkeit
und 5 % CO2 bzw. 10 % CO2 (DMEM) kultiviert. DMEM und MGM wurden nur in den
Vorversuchen genutzt. Die Zellen wurden als Monolayer kultiviert und bei etwa 80 %
Konfluenz für die Experimente genutzt. Das entspricht etwa dem 3. bis 4. Tag nach der
Aussaat bei einer Einsaat von 300 000 Zellen pro 5 ml Medium. Der Zellstamm wurde alle
7 Tage passagiert.

3.3.2. Normale humane epidermale Melanozyten (NHEM)

Normale humane epidermale Melanozyten wurden als Modell für normal proliferierende
und differenzierende Melanozyten genutzt.
Die Zellen wurden in Serum freiem Medium (MGM), 98 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2

als Monolayer kultiviert und bei etwa 80 % Konfluenz des Zellrasens für die  Experimente
genutzt. Das entspricht etwa der 3. bis 4. Woche nach der Aussaat bei einer Einsaat von
300 000 Zellen pro 5 ml Medium.
Für die Experimente wurden Zellen der Firma PromoCell und eigene isolierte Zellen ge-
nutzt. Die Isolierung der nativen Melanozyten erfolgte ähnlich der Verfahrensweise zur
Gewinnung der nativen Keratinozyten (Kap. 3.3.4). Im Unterschied zu diesen erwiesen
sich Melanozyten wesentlich unempfindlicher gegenüber einer Trypsinierung. Aus diesem
Grund wurden die Epidermisstücken 10 min mit Trypsin (0,05 %) inkubiert. Die Kultivie-
rung der Zellen erfolgte dann in Melanozytenmedium (MGM) mit 2 % FKS und Zusatz
von 1,5 mM Ca2+ für 48 h. Danach wurden die Melanozyten in normalem MGM weiter
kultiviert. Die Zugabe von Calcium induziert die Differenzierung und Proliferationshem-
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mung bei Keratinozyten und verhindert somit ein Überwachsen dieser zahlenmäßig häufi-
geren Zellen. Aus einer 20 ml Kulturflasche können nach etwa drei Wochen 3 Mio. Zellen
geerntet werden. Nach Kontrolle der Kultur auf Verunreinigungen wurde auch hier die
zweite Passage genutzt.

3.3.3. HaCaT-Keratinozyten

Als Modell für humane proliferierende Keratinozyten dienten HaCaT-Zellen (Human adult
low Calcium high Temperature keratinocytes). Die HaCaT-Zellen sind als spontantrans-
formierte, nicht tumorigene permanente Zelllinie beschrieben (Boukamp et al.1988). Diese
Keratinozyten sind in vielen Laborien etabliert und gut über eine hohe Passagenzahl kult i-
vierbar. Die Zelllinie ist bezüglich Signaltransduktion (Geilen et al., 1996) und Rezeptor-
expression (Neuner et al. 1996) eingehend untersucht. Molekularbiologisch ist
nachgewiesen, dass HaCaT auf beiden Allelen des p53-Gens mutiert ist. Diese Mutation
zeigt im Vergleich zu anderen Zelllinien keine benignen bzw. malignen Eigenschaften
(Lehman et al., 1993). Die Zellen entstammen der Peripherie eines malignen Melanoms
von der oberen Rückenhaut eines 62 Jahre alten Mannes. Der Karyotyp der Zellen ist
aneuploid (Schürer et al., 1993, Boukamp et al., 1996).
HaCaT-Keratinozyten wurden in Serum freiem Medium (SFM) unter Zusatz von Rinder-
hypophysenextrakt (25 µg/ml) und rEGF (0,1-0,2 ng/ml), bei 37 °C, 98 % Luftfeuchtigkeit
und 5 % CO2 kultiviert. Um eine gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu erreichen,
wurden grundsätzlich nur Zellen zwischen der 25. und 35. Passage als Monolayer (80 %
Konfluenz) verwendet. Das entspricht etwa dem 3. bis 4. Tag nach der Aussaat bei einer
Einsaat von 300 000 Zellen pro 5 ml Medium. Der Stamm wurde wöchentlich passagiert.

3.3.4. Normale humane epidermale Keratinozyten (NHEK)

Normale humane Keratinozyten wurden neben HaCaT-Keratinozyten für die Untersuchun-
gen genutzt. Vorteile dieser epithelialen Zellkultur liegen im ursprünglichen Apoptose-,
Proliferations- und Differenzierungsverhalten. Normale epidermale Keratinozyten können
nur für eine geringe Anzahl (2-3) von Subpopulationen kultiviert werden. Die Gewinnung
der Primärzellkulturen erfolgte aus neonatalem Vorhautgewebe in Anlehnung an die Fir-
menvorschrift Gibco BRL Life Technologies. Dabei wird die Epidermis von der Dermis
getrennt und die Keratinozyten aus der Epidermis herausgelöst. Dann wird das Wachstum
der Keratinozyten durch spezielle Medien gefördert und das anderer Zellarten unterdrückt.

Protokoll:
1. Haut ca. 5 cm2 liegt im Transportmedium (SFM×0,005 % Gentamycin) vor
2. Nach Entfernung von Fettgewebe und Geweberesten die Haut in 5×5 mm große Stücke

schneiden und 12 h bei 4 °C in steriler Dispaselösung (1 U×ml-1 in PBS) inkubieren
3. Kulturgefäß mit 5 ml FKS/HBSS (20 %) unter schütteln bei Raumtemperatur be-

schichten, überschüssige Lösung entfernen und einmal mit sterilem PBS pH 7,4 (8,0 g
NaCl; 0,2 g KCl; 1,44 g NaH2PO4⋅H2O; 0,2 g K2HPO4; H2O ad 1000 ml) spülen
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4. Kulturflasche mit Kulturmedium im Brutschrank temperieren
5. Gewebsstücken unter sterilen Bedingungen aus der Dispaselösung entnehmen und mit

einer Pinzette die Epidermis von der Dermis lösen (Abbildung 3)

        

Abbildung 3: linke Darstellung: Haut nach 24 h Inkubation mit Dispaselösung, Epidermis und Dermis noch
verbunden; mittlere Darstellung: von der Epidermis getrennte Dermis; rechte Darstellung: Epidermisseg-
ment für eine weitere Präparation geeignet

6. Epidermissegmente (Abbildung 3 rechte Darstellung) sofort in Gentamycin/PBS
(0,005 %) geben und darin bis zur Weiterverarbeitung belassen

7. Nur reine Epidermisanteile entnehmen und mit Trypsin/PBS (0,025 %) unter ständi-
gem Schüttel bei 36 °C max. 4 min inkubieren

8. Die Suspension durch ein Zellsieb 70 µm filtrieren und die Trypsinaktivität mit dem
Trypsininhibitor (10 mg×ml-1) stoppen

9. Zellen 5 min bei 1250 U×min-1 zentrifugieren, Überstand entfernen, Pellet vorsichtig
resuspendieren und in ein vorbehandeltes Kulturgefäß geben

10. Nach einem Tag erfolgt ein Wechsel des Kulturmediums, so dass abgestorbene Zellen
entfernt werden

Nach 10 Tagen und zweimaligem Wechsel des Kulturmediums können etwa 10-12 Millio-
nen Zellen aus einer 36 cm² Kulturflasche geerntet werden. Die Zellen wurden nach jeder
Passage auf Mykoplasmen untersucht (siehe Kap. 3.10.3). Zellkulturansätze mit einem ho-
hen Anteil andere Hautzellen, wie Fibroblasten und Melanozyten, oder ungenügendem
bzw. anormalem Wachstum wurden verworfen. Für Versuchszwecke wurde die zweite
Passage genutzt. Die Weiterentwicklung der Methode liegt neben den geringeren Dispase-
und Trypsinkonzentrationen in der Beschichtung der Kulturflaschen mit FKS. Durch die
Beschichtung konnte ein gutes Anwachsen der nativen Keratinozyten in der 0. Passage erst
ermöglicht werden.

3.4. Isolierung der Betulinsäure

Betulinsäure wurde aus der Borke von Platanus acerifolia isoliert. Die zur Familie der
Platanengewächse gehörende Pflanze ist eine Kreuzung aus Platanus orientalis und Plata-
nus occidentalis und ist charakterisiert durch große 3-7 lappige Blätter, eingeschlechtliche
Blüten in kugeligen hängenden Blütenständen. Die männlichen Blüten besitzen 3-8 Staub-
gefäße. Typisch für diesen Baum ist das ständige Abschilfern großer Borkenstücke, so dass
der Stamm grünlich, gelblich und bräunlich gefleckt erscheint (Schmeil-Fitchen, 1988;
Frohne u. Jensen, 1985). Die Borke wurde im Winter, da hier besonders viel dieses nach-
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wachsenden Rohstoffes abgestoßen wird, gesammelt, getrocknet und mit einer Schlag-
mühle fein gemahlen.
Die in der Literatur beschriebenen Verfahren zur Isolierung der BA haben Nachteile. Ihnen
liegen zum einen (für uns) sehr exotische Pflanzen als Ausgangsmaterial zu Grunde (Ro-
binson et al., 1970; Macìas et al., 1998; Herz et al., 1972; Pisha et al., 1995). Zum anderen
wurden aufwendige und umständliche Isolierungsmethoden genutzt. In den meisten Fällen
geht man nach einer Extraktion mit einem polaren Lösungsmittel den Weg über eine säu-
lenchromatographische Aufreinigung. Weiterhin wurde von einigen Autoren eine Partial-
synthese aus Betulin favorisiert (Pezzuto et al., 1998). Unserer Methode (Patnr. DE
19,713,768 A 1, Draeger et al. 1998) nutzt die unterschiedliche Affinität der Begleitstoffe
zu den von uns gewählten Lösungsmitteln. Dabei werden im ersten Schritt Betulinsäure
und lipophile Begleitstoffe aus der feingemahlenen Borke der Platane mittels Mazeration
mit Dichlormethan herausgelöst. Nach Umkristallisation bei -22 °C erhält man einen gelb-
lichen gallertartigen Niederschlag mit einem BA-Anteil von etwa 80 % wobei stark lipo-
phile Stoffe, wie Wachse in Lösung bleiben. Das nun getrocknete, leuchtend gelbe
Substanzgemisch wird in heißem Methanol gelöst. Nach Filtration fällt bei 7 °C ein weißer
flockiger Niederschlag aus. Das Filtrat ist dunkelgelb. Nach dreimaliger Umkristallisation
erhält man weiße, nadelförmige Betulinsäurekristalle mit einer Reinheit von 99,3 %. Das
Filtrat ist klar. Alle Lösungsmittel können redestilliert und erneut zur Isolierung genutzt
werden. Somit steht eine Methode zur einfachen, umweltfreundlichen und billigen Gewin-
nung der Betulinsäure zur Verfügung, die einen nachwachsenden Rohstoff nutzt.
Der Nachweis über Identität und Reinheit wurde mit Dünnschicht- und Gaschromatogra-
phie (GC), Gaschromatographie/Massenspektroskopie (GC/MS), Massenspektroskopie
(MS) und 1H-NMR erbracht (Galgon et al., 1999).
Dünnschichtchromatographie: Die isolierte Betulinsäure und die Referenzsubstanzen
zeigten gleiches Laufverhalten bei unterschiedlichen Laufmitteln (Ethylacetat, Chloro-
form/Ethanol 20:3, Dichlormethan/Methanol 20:1) sowie gleiche Anfärbung mit den De-
tektionsmitteln Anisaldehyd/Schwefelsäure = Anisaldehyd-Reagenz R des DAB 10 (0,5 ml
Anisaldehyd; 10 ml Essigsäure 98 %; 85 ml Methanol R; 5 ml Schwefelsäure) und Ace-
tanhydrit/Schwefelsäure RN des DAB 10 (9 Volumenteile Acetanhydrid R werden mit
1 Volumenteil Schwefelsäure 96 % R gemischt) (Liebermann-Burchard-Reaktion). Als
stationäre Phase dienten Dünnschichtchromatographieplatten: silica gel 60 F254 (Schicht-
dicke: 0,2 mm) mit Fluoreszenzindikator auf Aluminiumfolie. Bei der Farbreaktion mit
Anisaldehyd/Schwefelsäure kommt es sofort zu einer dunkelvioletten charakteristischen
Betulinsäurezone. Beim Erwärmen verschwindet diese Bande und es tritt nun eine Färbung
von gelb nach violett auf. Durch dieses unspezifische Detektionsreagenz konnten keine
Verunreinigungen durch Sesqui- und Diterpene, Olefine, Phenol oder Indolstrukturen
nachgewiesen werden. Die Liebermann-Burchard-Reaktion weist Steroide mit einer Hy-
droxylgruppe an C3 nach. Betulinsäure reagiert unter dunkelvioletter Färbung. Auch bei
größeren Mengen der isolierten Betulinsäure wurden keine Verunreinigungen mit diesem
Nachweisreagenz sichtbar. Es trat keine weitere Fluoreszenzauslöschung bei 254 nm auf.
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Gaschromatographie: Aufgrund der Polarität der Hydroxy- und Carboxygruppe und der
Molmasse des C30 Grundgerüstes der BA ist eine Derivatisierung notwendig. Angelehnt an
die in Rückert et al. (1992) genutzte Silylierung von Steroiden wurde 1 mg Substanz in
50 µl Pyridin gelöst und mit 40 µl Hexamethyldisilazan und 10 µl Trimethylchlorsilan im
Vial versetzt, 20 min bei 75 °C temperiert und mit Hexan auf 1 ml aufgefüllt. Mit einem
Temperaturprogramm (2 min 250 °C, innerhalb 5 min auf 303 °C, 1,5 min bei 303 °C, An-
stieg auf 310 °C in 5 min, 3 min bei 310 °C) und dem Trägergas Helium (Fluss
2 ml×min-1, pneumatische Regulation) wurde die silylierte Betulinsäure bei 303 °C am
Flammenionisationsdetektor (H2-Fluss: 40 ml×min-1, synthetische Luft: 450 ml×min -1)
nach einer Splitinjektion (1:20) nachgewiesen. Als innerer Standard diente Squalan.
Zur Bestimmung des Gehaltes in Geweben der Platane (Tabelle 2) und der Reinheit wurde
eine Kalibriergerade erstellt.
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Abbildung 4: Kalibriergerade für die Gehaltsbestimmung der Betulinsäure mittels Gaschromatographie,
korrigierte Peakflächen, innerer Standard: Squalan

Tabelle 2: Gaschromatographische Gehaltsbestimmung in Geweben der Platane (n = 6 ± SD) und verschie-
denen Rindendrogen (n = 2, SD < 10 %), Nachweisgrenze 0,1 mg pro g Droge, (Galgon et.al., 1997, 1999)

Gewebe der Platane
mg BA pro g

Trockenmasse
Rindendrogen

mg BA pro g
Trockenmasse

Kork 1 mm 34,1 ± 0,67 Betula pendula 3,015
Kork 2-2,5 mm 32,8 ± 0,81 Hamamelis virginiana 0,498
Kork 4-5 mm 30,7 ± 0,71 Rhamnus frangula 0,128
Kernholz 0,94 ± 0,17 Rhamnus purshiana 0,528
Alburnum 1,91 ± 0,38 Aesculus hippocastanum < 0,1
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Abbildung 5: Qualitätsuntersuchung der isolierten Betulinsäure 1  mg×ml-1, GC silylierte Probe, Peak bei
3 min = innerer Standard Squalan, Peak bei 12,439 min = Betulinsäure silyliert

Gaschromatographie/Massenspektroskopie: Die Bestimmung mit Hilfe der GC/MS brachte
eine Übereinstimmung der Retentionszeiten und Zerfallsmuster mit den Referenzsubstan-
zen. Es konnten charakteristische Massenpeaks bei 73 (Trimethylsilylgruppe), 129,
189 m/z gefunden werden. Das Molekül ist bei diesen MS Bedingungen wahrscheinlich
sehr instabil. Die MS Ionisierungsspannung betrug 50 eV.
Massenspektroskopie: Mit dem Massenspektrometer (HP5989, negativer Modus, Proben-
durchfluss: 30 µl×min-1, Kollisionsgas Sauerstoff) wurde die Molmasse der Betulinsäure,
gelöst in Methanol, bestimmt und entspricht der Formel und der Referenzsubstanz. Die
Molmasse der silylierten Betulinsäure, gelöst in Methanol/Wasser (9:1), wurde mit dem
Massenspektrometer (LCQ MS, negativer Modus 4,5 kV, Probendurchfluss: 20 µl×min-1,
Kollisionsgas Sauerstoff) bestimmt und ergab ein Signal bei m/z 528. Was einem Betulin-
säureion plus Trimethylsilan (TMS) entspricht.
1H-NMR Spektroskopie: Die Probe wurde in deuteriertem Chloroform CDCl3 gelöst und
TMS als Standard für 0 ppm zugesetzt. 1H-NMR: 500 MHz
Die Spektren der Referenzsubstanz und der isolierten Substanz sind identisch. Aus dem
Spektrum erkennt man charakteristische Signale :
δ 0,66 (d, 1H, -H an C5), δ 0,75 (s, 3H, CH3), δ 0,81 (s, 3H, CH3), δ 0,95 (s, 3H, CH3),
δ 0,98 (s, 3H, CH3), δ 1,0 (s, 3H, CH3) ), δ 1,2-2,1 (m, andere aliphatische Ringprotonen),
δ 1,7 (s, 3H, CH3 an C30), δ 2,28 (dt, J = 11,3, 3 Hz, 1H, H an C13), δ 3,05 (dt, J = 11,5,
5 Hz, 1H, H an C19), δ 3,19 (dd, J = 11,5, 5 Hz, 1H, H an C3), δ 4,60 und 7,72 (br s, je 1H
der Metylengruppe an C29)
Mit Hilfe der DC, GC, GC/MS, MS und 1H-NMR Spektroskopie konnte der Beweis der
Identität und Gleichheit mit den Referenzsubstanzen erbracht werden. Die isolierte Betu-
linsäure hatte einen Reinheitsgrad von 99,4 % bei einer Ausgangskonzentration von
3,28 % in der Borke der Platane. Die biologische Wirksamkeit wurde an IGR1-Zellen
überprüft. Es konnten keine Toxizitätsunterschiede gegenüber den Referenzsubstanzen
festgestellt werden. Eine erhöhte Toxizität hätte z.B. auf Lösungsmittelreste oder zellschä-
digende Verunreinigungen schließen lassen.
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3.5. Beschreibung des Inkubationsschemas mit Betulinsäure

Für alle Experimente mit Betulinsäure wurde aus einer DMSO-Stammlösung (frisch) eine
entsprechende Verdünnungsreihe hergestellt. BA wurde bei -20 °C gelagert, monatlich ein
Aliquot aufgetaut und bei 7 °C aufbewahrt. Die BA/DMSO-Lösung wurde mit PBS (96er
MTP)oder Medium (Kulturschalen und -flaschen) so verdünnt, dass der maximale DMSO
Gehalt 0,1 % (96er MTP) oder 0,05 % (Kulturschalen oder -flaschen) und die Betulinsäu-
rekonzentration 0,008-20 µg/ml in den Kulturmedien betrugen. Für die Versuche wurden
Stammlösungen mit PBS oder Medium hergestellt, wobei wichtig ist, dass kleine Volumi-
na der DMSO-Verdünnungsreihe schnell mit der entsprechenden Menge PBS oder Medi-
um verdünnt werden, da es sonst zum Ausfallen der Betulinsäure kommt. Das klassische
Verdünnen, wobei der Stoff mit einem Lösungsmittel angelöst und diese Lösung langsam
mit einem zweiten weiterverdünnt wird, kann für die Betulinsäure nicht angewendet wer-
den. Auch eine direkte Zugabe der BA/DMSO Lösung zum Medium führte zur Ausfällung
der BA. Aus der Abbildung 6 sind deutlich die Unterschiede in der Wirkung zu erkennen.
Bei der Säule (A) wurde die Stammlösung in mehreren Arbeitsschritten mit PBS auf die
endgültige Konzentration verdünnt und bei (B) schnell und in einem Schritt die gesamte
PBS Menge zugegeben.
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Abbildung 6: IGR1-Zellen wurde 24 h in Mikotiterplatten mit Betulinsäure 10 µg×ml-1 nach dem Verdün-
nungsschema A bzw. B behandelt und die Zellanzahl bestimmt, Lösungsmittelkontrolle DMSO 0,1 %, n = 6,
*** P < 0,001

3.6. Bestimmung der Zellanzahl und des Proliferationsverhaltens in
Mikrotiterplatten

Die Bestimmung der Lebendzellanzahl erfolgte mittels der Vitalfärbung (Flick und Gif-
ford, 1984; Podhaisky et al., 1997). Die Aussaat der Zellkulturen erfolgte in 96er Mikroti-
terplatten. Abgelöste Zellen wurde nach Noxenexposition mit dem Medium entfernt und
die lebenden, adhärenten Zellen mit Methanol für 10 min fixiert. Nach Entfernung des
Methanols wurden die fixierten Zellen mit Wasser gewaschen. Im Anschluss daran erfolgte
eine mindestens 10 minütige Inkubation mit einer 0,1 %igen Kritallviolettlösung. Der
überschüssige Farbstoff wurde durch gründliches Waschen mit Wasser entfernt. Nach dem
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Trocknen der Platten wurde der Farbstoff mit 100 µl Citratpuffer (14,5 g Natriumcitrat,
250 ml Ethanol, 250 ml H2O) eluiert und die Extinktion bei 540 nm in einem Mikrotiter-
plattenreader gemessen. In einem großen Messbereich kann ein linearer Verlauf beobachtet
werden (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Kalibriergerade für den Vitalitätstest, Verdünnungsreihe Kristallviolett von 1-0,01 µg×ml-1,
n = 6

3.7. Bestimmung der DNA-Syntheseleistung in Mikrotiterplatten

Ein wesentlicher Schritt in der Zellteilung ist die Verdopplung des Chromosomensatzes in
der S-Phase der Mitose. Aus diesem Grund wird die DNA-Syntheserate direkt mit dem
Proliferationsverhalten der Zellpopulation in Verbindung gebracht. Der Einfluss auf die
Proliferation wurde mit dem Cell-Proliferation-ELISA BrdU (colorimetric) untersucht.
Dabei wird 5-Bromo-2'-desoxyuridin (BrdU) statt Thymidin in die DNA eingebaut und
nach Fixierung der Zellen durch einen Antikörper detektiert (Porstmann et al., 1985;
Magaud et al., 1987). Der Test stellt eine gute alternative zur Bestimmung des
3H Thymidineinbaus dar (Muir et al., 1990). Die Präparation erfolgte nach dem Standard-
protokoll des Kits (wissenschaftliche Begleitinformation, BrdU). Die Bestimmung der
DNA-Syntheserate erfolgte in 96er MTP, 22 h nach Betulinsäureexposition.

3.8. Nachweis nekrotischer Schädigungen - Bestimmung der Lactatde-
hydrogenaseaktivität im Zellüberstand

Die Bestimmung der Lactatdehydrogenase (LDH) im Zellüberstand ist ein Nachweis ne-
krotischer Zellschädigungen (Dubar et al. 1993). Die Zellen wurden in 96er MTP kult i-
viert. 7 bzw. 24 Stunden nach Noxenexposition wurden 100 µl Zellüberstand in eine neue
96er MTP überführt und nach Vorschrift des Cytotoxicity Detection Kit Boehringer
Mannheim (wissenschaftlich Begleitinformation, LDH) präpariert und bei einer Wellen-
länge von 492 nm gegen eine Referenzwellenlänge von 690 nm vermessen. Als Positiv-
kontrolle für eine Membranschädigung diente eine Tween  20-Lösung (0,02 %).
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3.9. Bestimmung intrazellulärer Peroxide - DHR-Test

Bei vielen apoptotischen Prozessen sind intrazellulär ROS (reaktive Sauerstoffspezies) bei
der Induktion der Apoptose und der apoptotischen Signalkaskade beteiligt, so nach
UVB-Exposition (Peus et al., 1999) und bei der BA induzierten Apoptose in Gliomazellen
(Wick et al., 1999). Wick führte den Nachweis mit Dichlorfluorescein. Für die Detektion
von Peroxiden und H2O2 wurde Dihydrorhodamin 123 (DHR) genutzt. DHR wurde als
sensitiver als Dichlorfluorescein von Rothe et al. (1991) eingeschätzt. Es wurde eine 5 mM
Stammlösung in Dimethylformamid hergestellt und bei -20 °C aufbewahrt. Äquivalente
wurde unter Vermeidung einer längeren Lichtexposition der Zellkultur in 96er MTP zuge-
geben, so dass eine Endkonzentration von 5 µM entstand. Die Messungen erfolgten am
Fluoreszenzreader bei einer Anregung mit 485 nm und einer Messung der Emission bei
535 nm.

3.10. Untersuchungsmethoden zum Nachweis des Apoptoseverhaltens

Der geregelte Zelltod ist mit komplexen Umgestaltungen der Zelle und einer Vielzahl an
möglichen Signaltransduktionswegen verbunden. Mit dem Durchflusszytometer wurden
Apoptosemarker bestimmt, um zum einen den gesicherten Nachweis der Apoptose zu füh-
ren und zum anderen die apoptotischen Ereignisse zu quantifizieren.
Von der Vielzahl der apoptosespezifischen Nachweismöglichkeiten wurden folgende Pa-
rameter bestimmt:
- Translokalisation des Phosphatidylserins von der inneren Seite der Zytoplasmamem-

bran an die äußere, wobei die Zellmembran intakt bleibt (Annexin-V/PI-Test)
- Bildung des Membranproteins APO2.7 an der Mitochondrienmembran (APO2.7-Test)
- Entstehung von DNA-Fragmenten (TUNEL-Methode)
Für die Messungen wurden Zellen des Zellüberstandes und adhärente Zellen nach Trypsi-
nierung gepoolt und zusammen präpariert.

3.10.1. Durchflusszytometrie

3.10.1.1. Grundlagen der Durchflusszytometrie
Durchflusszytometer arbeiten vorwiegend mit optischen Messprinzipien und dienen der
analytischen Charakterisierung heterogener Zellsysteme. Informationen, die bei der einzel-
nen Vorbeiführung der Partikel an der Lichtquelle entstehen, ergeben sich aus der Quanti-
fizierung des Streulichtes und der Fluoreszenz jeder einzelnen Zelle. Eine Analyse besteht
demnach aus der Summe vieler schnell aufeinanderfolgender Einzelmessungen. Als Licht-
quelle dienen Laser, Quecksilberhochdruck- oder Xenonlampen, um die nötige hohe Inten-
sität zur Anregung der Fluoreszenz- und Streulichtsignale zu erreichen. Fluoreszenz
entsteht bei der Anregung von Fluorochromen, die zum Nachweis unterschiedlicher Zell-
eigenschaften dienen. Sie lassen sich unterteilen in Farbstoffe zur Sichtbarmachung von
„Sonden“ (z.B. monoklonaler Antikörper APO2.7), zum direkten Nachweis von Zellbe-
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standteilen (DNA mittels interkalierenden Propidiumiodides) oder zur Untersuchung funk-
tioneller Zelleigenschaften (Enzymaktivitäten).
Trifft ein Lichtstrahl auf eine Zelle, streut sie das Licht aufgrund ihrer physikalischen Ei-
genschaften. Die Lichtstreuung ist am Größten im Kleinwinkelbereich 0-10° des einfallen-
den Lichtstrahls (Vorwärtsstreulicht, Forward Angle Light Scatter [FSC]), ein geringerer
Teil des Lichts streut seitwärts (90°) dazu (Seitwärtsstreulicht, Side Scatter [SSC]). Aus
dem FSC lassen sich Aussagen zur Größe der Zellen treffen. Das SSC ist abhängig von
Granularität, Membranfaltung und äußerer Form der Zellen. Die Auswertung und Bedeu-
tung bei der Messung apoptotischer Prozesse sind im Abschnitt 3.10.1.2 dargestellt.

3.10.1.2. Umlagerung des Phospatidylserins in der Zytoplasmamembran
Annexin-V-FITC/ Propidiumiodid

In frühen Phasen der Apoptose treten Veränderungen in der Struktur der Zytoplasmamem-
bran auf. Das innermembranständige Phosphatidylserin wird an der äußeren Membran prä-
sentiert und dort durch Annexin-V-FLUOS am Zytometer nachgewiesen (Gorman et al.,
1997; van den Eijnde et al., 1997). Zur Abgrenzung spätapoptotisch/nekrotischer von vita-
len und apoptotischen Zellen wird als zweiter Parameter die Interkalation von Propidium-
iodid (PI) in die DNA untersucht (Boersma et al., 1996). PI kann intakte Zellmembranen
nicht durchdringen und so zeigen vitale und apoptotische Zellen kein PI-Fluoreszenzsignal.

Protokoll:
Antikörper: Annexin-V-FITC
Markierungslösung: 10 µl Annexin-V-FITC, 10 µl PI 5 % 500 µl Annexininkubationspuf-
fer (10 mM HEPES; 140 mM NaCl; 5 mM CaCl2 mit NaOH auf pH 7,4 einstellen)
Die relativ hohe Calciumkonzentration ist nötig, da die Bindung des Annexin-V an Phos-
phadidylserin Ca2+-abhängig ist.
1. Zellen liegen als Zellsuspension (0,5 Millionen Zellen pro Milliliter) in PBS vor.
2. Suspension in ein FACS-Röhrchen überführen und 5 min bei 300 g zentrifugieren
3. Überstand dekantieren, ca. 100 µl belassen und Pellet aufklopfen
4. 100 µl Markierungslösung hinzugeben und 15 min dunkel bei RT inkubieren
5. Nach Zugabe von 400 µl Annexininkubationspuffer Zellen am Durchflusszytometer

vermessen

Die Auswertung der Messungen erfolgte mit dem Programm WinMDI. Der Dotplot wurde
in vier Quadranten aufgeteilt und den einzelnen Zellfraktionen (vitale, apoptotische und
spätapoptotisch/nekrotische Zellen) zugeordnet (Abbildung 8).
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Lebende Zellen:
PI und Annexin
negativ

Apoptotische Zellen:
hohes Annexin-V-Signal
intakte Membranen
⇒ geringes PI-Signal

Nekrotische und
spätapoptotische Zellen

Abbildung 8: Darstellung des Messergebnisses einer Phosphatidyldetektion im Außenbereich der Zellmem-
bran von HaCaT-Zellen mit gleichzeitiger Propidiumiodidfärbung als Dotplot (durchflusszytometrische
Zweiparametermessung)

Zur Auswertung wurden nur ganze Zellen (Einteilung nach FFC/SSC) verwendet um fol-
gende Fehlinterpretationen zu vermeiden. Einzelne Experimente bzw. Messungen werden
so vergleichbar und können reproduziert werden.
- apoptotische Partikel ohne Zellkern, Zelltrümmer ohne Zellkern mit defekter Membran

täuschen Annexin-V-positive und PI-negative Zellen vor
- kleine Partikel liegen im Bereich der vitalen Zellen

Abbildung 9: linke Darstellung: Dotplot FSC/SSC, rechte Darstellung: Annexin-V/PI, HaCaT-Zellen in
SFM 16 h mit 8  µg×ml-1 Betulinsäure behandelt

Die Abbildung 9 zeigt ein FSC/SSC Diagramm, aus dem Größenverteilungen und Struktu-
rierungen einzelner Zellpopulationen beurteilt werden können und einen Dotplot, ohne
Herausgaten kleiner Zelltrümmer und apoptotischer Partikel. In der Darstellung ist weiter-
hin gezeigt, dass sich die Kompartimente der Region R1 (rot) im Bereich der apoptotischen
und der vitalen Zellen befinden. Auf Grund der Größe und Strukturierung sind aber eher
spätapoptotische Partikel mit relativ hoher Granulierung anzunehmen. Die Region R2
(grün) stellt kleine Zellfragmente dar, die nicht mehr apoptotischen oder nekrotischen Pro-
zessen zuzuordnen sind und sich aber im Quadranten der vitalen Zellen befinden.
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Anhand der Abbildung 10 soll die Einwirkung der Regionen R1 und R2 auf das Auswer-
tungsergebnis deutlich gemacht werden. Ohne Abgrenzung einzelner Regionen sind die
vitalen Zellen die größte Population. Mit dem gesetzten Gate, das nur die Zellen der Regi-
on 3 beinhaltet, zeigte sich aber, dass die meisten Zellen spätapoptotische und nekrotische
Eigenschaften besitzen (Abbildung 10).

Einfluß des Gates auf die Auswertung des Annexin-V-FITC/PI Testes
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Abbildung 10: Einfluss der Regionen auf den Annexin-V/PI-Test, Auswertung des Versuches Abbildung 9,
HaCaT-Zellen in MEM 16 h mit BA 8  µg×ml-1 behandelt,(n = 1) Die Regionen beziehen sich auf den Dot-
plot FFC/SSC in der Abbildung 9 linke Darstellung.

Da die Anzahl der gemessenen Ereignisse in den Regionen R1 und R2 von der zu untersu-
chenden Noxe abhängig ist, aber auch starken präparativen Einflüssen unterliegt und es
sich nicht um ganze Zellen handelt, wurde nur die Fraktion R3 (blau, ganze Zellen) für alle
Auswertungen hinzugezogen. Somit können auch die Aussagen unterschiedlicher Präpara-
tionen, Apoptose- und Differenzierungsmarker verglichen und beurteilt werden.

3.10.1.3. Nachweis des mitochondrialen Membranproteins - APO2.7
Der Nachweis des Antikörpers gegen APO2.7 stellt eine Nachweismethode für apoptoti-
sche Zellen dar (Zang et al., 1996) und kann zur Unterscheidung zwischen Apoptose und
Nekrose genutzt werden (Koester et al.,1998). Der Klon 2.7A6A3 erkennt ein mitochon-
driales Membranprotein mit einem Molekulargewicht von 38 kDa, das sogenannte Apo2.7
oder 7A6-Antigen, dessen Funktion bisher noch nicht geklärt ist. Die Bindung des Anti-
körpers korreliert mit dem Auftreten der DNA-Leiter in der Gelelektrophorese (Koester et
al., 1997) und Caspase-3 Aktivierung (Büssing et al., 1999).
Da es sich bei dem APO2.7-Antigen um ein intrazelluläres Protein handelt, wurden die
Zellen zur Detektion früher Apoptosephasen vor der Markierung mit dem Antikörper per-
meabilisiert.
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Protokoll:
primärer Antikörper: APO2.7 Nr. 2087

Isotypkontrolle X931
sekundärer Antikörper: medac M35001
1. Zellen, nach Standardprozedur geerntet, liegen als Zellsuspension mit einer Konzen-

tration von 0,5 Millionen Zellen pro ml PBS vor
2. Suspension in einem FACS-Röhrchen 5 min bei 300 g zentrifugieren
3. Überstand dekantieren, ca. 100 µl belassen und Pellet aufklopfen
4. Mit 1 ml PBT (0,1 % Tween  20 in PBS mit 1 % BSA) 5 min inkubieren (Permeabil i-

sierung der Zellmembran)
5. 5 min bei 300 g zentrifugieren, Überstand dekantieren und Pellet aufklopfen
6. 10 µl des primären Antikörpers (APO2.7 bzw. X931) zugeben und 30 min bei Raum-

temperatur inkubieren
7. Zum Entfernen des überschüssigen Antikörpers 2 ml PBB (PBS mit 1 % BSA) hinzu-

fügen
8. 5 min bei 300 g zentrifugieren, Überstand dekantieren und Pellet aufklopfen
9. Mit 10 µl des sekundären Antikörpers M35001 20 min im Dunkeln inkubieren
10. Zum Entfernen des überschüssigen Antikörpers mit 2 ml PBB waschen
11. Pellet mit 0,5 ml PBS resuspendieren und am Durchflusszytometer vermessen

Zur Auswertung wurde der Bereich der APO2.7-positiven Zellen markiert und der Anteil
dieser Zellen an der Gesamtzellanzahl prozentual dargestellt. Zur Auswertung diente das
Programm WinMDI.

3.10.1.4. Caspaseaktivität am Zytokeratin 18 - M30
Der Antikörper M30 bindet an ein Caspase-geschnittenes, Formalin-resistentes Epitop des
Zytokeratin 18 (CK 18), das nicht am nativen CK 18 detektierbar ist (Leers et al., 1998).
Der Nachweis des CK 18 Schnittproduktes ist ein frühes Ereignis der Apoptose (Caulin et
al., 1997). Die Messungen wurden für den Nachweis der Caspaseaktivität an HaCaT-Zel-
len genutzt.

Protokoll:
primärer Antikörper: Clone M30 anti Caspase cleavage product of CK 18
sekundärer Antikörper: anti-mouse-Ig-fluorescein
Es wurde der M30 CythoDeath Kit (Boeringer Mannheim) für die Messungen genutzt.
1. Zellen liegen in PBS als Suspension mit einer Konzentration von 0,5 Mio. pro ml-1 vor
2. Suspension in einem FACS-Röhrchen 5 min bei 300 g zentrifugieren
3. Überstand dekantieren, ca. 100 µl belassen und Pellet aufklopfen
4. 1 ml Methanol (-20 °C) unter sanftem Vortexen eintropfen und Zellen 30 min bei 4 °C

fixieren
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5. Nach erneutem Zentrifugieren und Dekantieren restliches Methanol durch Abtropfen
auf Filterpapier entfernen

6. Zum Permeabilisieren der Zellmembran sofort 2 ml PBT hinzufügen, Pellet aufklopfen
und 30 min inkubieren

7. 5 min bei 300 g zentrifugieren, Überstand dekantieren und Pellet aufklopfen
8. 10 µl M30 antibody stock solution zugeben, 30 min bei Raumtemperatur inkubieren
9. Zum Entfernen des überschüssigen Antikörpers 2 ml PBB hinzufügen und 5 min inku-

bieren
10. 5 min bei 300 g zentrifugieren, Überstand dekantieren und Pellet aufklopfen
11. Mit 10 µl des sekundären Antikörpers 30 min im Dunkeln inkubieren
12. Zum Entfernen des überschüssigen Antikörpers mit 2 ml PBB waschen
13. Pellet mit 0,5 ml PBS resuspendieren und am Durchflusszytometer vermessen

Zur Auswertung wurde der Bereich der M30 positiven Zellen markiert und der Anteil die-
ser Zellen an der Gesamtzellanzahl prozentual dargestellt. Zur Auswertung diente das Pro-
gramm WinMDI.

3.10.1.5. Gatekeeper des Genoms - p53
Ein wesentlicher Gatekeeper des Genoms ist das Protein p53, das Kontrollfunktion im
Zellzyklus besitzt. Der Einfluss des p53 in der BA-induzierten Apoptose wurde am Durch-
flusszytometer bestimmt (Filippini et al., 1999). Es wurde eine Zweiparametermessung des
FITC markierten p53 (Fluoreszenz 1) und PI markierter DNA (Fluoreszenz 2-Area) aus-
gewählt, die eine genaue Bestimmung des p53-Gehaltes in den Zellzyklusphasen ermög-
lichte.

Protokoll:
Antikörper: anti p53 FITC low F/P

Isotypenkontrolle: ms-IgG2b-FITC low F/P
1. Zellen liegen als Zellsuspension (Konzentration 0,5 Millionen Zellen pro ml) vor
2. Suspension in ein FACS-Röhrchen überführen und 5 min bei 300 g zentrifugieren
3. Überstand dekantieren, ca. 100 µl belassen und Pellet aufklopfen
4. 1 ml Ethanol (-20 °C) unter sanftem Vortexten eintropfen und Zellen 5 min bei 4 °C

fixieren
5. Nach erneutem Zentrifugieren und Dekantieren restliches Ethanol durch abtropfen auf

Filterpapier entfernen
6. Zum Permeabilisieren der Zellmembran sofort 2 ml PBT hinzufügen, Pellet aufklopfen

und 10 min inkubieren
7. 5 min bei 300 g zentrifugieren, Überstand dekantieren und Pellet aufklopfen
8. 15 µl DAKO F7054 bzw. X0959 zugeben und 30 bis 45 min im Dunkeln inkubieren
9. Zum Entfernen des überschüssigen Antikörpers 2 ml PBB hinzufügen und 5 min inku-

bieren
10. 5 min bei 300 g zentrifugieren, Überstand dekantieren und Pellet aufklopfen
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11. 300 µl RNase Lösung (1 mg×ml-1 RNase  in PBS) hinzufügen und 10 min inkubieren
12. 300 µl PI-Lösung 5 % hinzufügen und nach 10 min bei 4 °C am Durchflusszytometer

vermessen
Die Auswertung der Durchflusszytometrieanalyse erfolgte mit Hilfe des Programmes Win-
MDI. Die einzelnen Zellzyklusphasen wurden separat ausgewertet und die mittlere Fluo-
reszenzintensität (MFI) mit denen der Kontrolle und des Isotyps verglichen. Mit dem Iso-
typ wurde die Bindung des p53-Antikörpers nachgewiesen und der Einfluss von
Unspezifitäten erfasst.

3.10.1.6. DNA-Fragmentierung - TUNEL-Methode
Ein wesentliches Ereignis der Apoptose ist die Entstehung des DNA-
Fragmentierungsmusters. Die DNA-Schnittprodukte wurden mit der TUNEL-Methode
nachgewiesen. Beim TUNEL-Assay (Terminale desoxynukleotidy-Transferase-mediated
dUTP-biotin nick end labeling) werden DNA-Strangbrüche in der Zelle in situ nachgewie-
sen. (Gavrielli et al., 1992). Für die Messungen in dieser Arbeit wurde der In Situ Cell
Death Detection Kit Fluorescein (Boehringer Mannheim) verwendet und nach den Instruk-
tionen des Kits verfahren (wissenschaftliche Begleitinformation, TUNEL).

3.10.2. Westernblot

Für die routinemäßige Proteinanalyse wurde die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) genutzt. Bei diesem Verfahren wird eine innere Matrix aus einem stark ver-
netzten Polyacrylamid-Gel aufgebaut, durch welche die Proteine wandern. Die Porengröße
wird durch unterschiedliche Konzentrationen an Monomeren bestimmt. Die Proteine be-
finden sich in einem Medium, welches Natriumdodecylsulfat (SDS) und das Reduktions-
mittel Mercaptoethanol enthält. Das Detergens lagert sich an die hydrophoben Regionen
der Proteine an, wodurch diese entfaltet und Assoziationen mit anderen Proteinen und/oder
Lipiden gelöst werden. Mercaptoethanol reduziert die Disulfidbrücken, um Polypeptide in
die Untereinheiten aufzuspalten. Die aufgetrennten Proteine wurden durch Western-
Blotting auf eine Nitrocellulosemembran übertragen und können dort mit Antikörpern de-
tektiert werden.
Die kultivierten und entsprechend der Fragestellung behandelten Zellen wurden zweimal
mit PBS 4 °C gewaschen und restliches PBS sorgfältig entfernt. Danach erfolgte die Inku-
bation mit 1 ml Lysispuffer (in H2O: Tris pH 7,5 20 mM; NaCl 250 mM; Triton X-100
1 %; EDTA pH 7,5 10 mM; EGDT pH 7,5 2 mM; Zinkacetat 1 mM; Orthovanadat 1 mM;
PMSF 1 mM; Protease Inhibitor Cocktail 30 µl; Leupeptin 1 µg×ml-1; Aprotinin
1 µg×ml-1 ) pro 75 cm² im Kühlschrank für ca. 60 min. Nach dem Abschaben der Zellen
und des Lysates mit einem Schaber und Überführen in 1,5 ml-Tubes wurde 30 min bei
10.000 U×min-1 und 4 °C zentrifugiert und der Überstand in ein neues 1,5 ml-Tube über-
führt. Dieses Lysat wurde bei –20 °C gelagert. Um von allen Proben die gleiche Protein-
menge aufzutragen, wurde eine Proteinbestimmung nach Bratford durchgeführt. Dazu
wurden 795 µl dest. H2O, 200 µl BioRad Proteinassay und 5 µl Probe vorsichtig gemischt
und nach 15 min 200 µl dieser Lösung bei 620 nm vermessen. 800 µl dest. H2O + 200 µl
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BioRad Proteinassay dienten als Referenz (Eichkurve 1-20 µg Protein). Das Lysat wurde
mit 2× SDS Probenpuffer (20 % Glycin, 5 % β-Mercaptoethanol, 4 % SDS, 180 mM Tris)
versetzt bei 95 °C denaturiert und bis zur Weiterverwendung bei –20 °C gelagert.
Wenn die Proteinkonzentrationen im Lysat (max. 25 µl können aufgetragen werden) zu ge-
ring waren, folgte eine Natriumdesoxycholatfällung, bei der 1 ml Lysat, 10 µl 10 %ige
Natriumdesoxycholatlösung und 3 µl 85 %ige Phosphorsäure 20 min bei RT inkubiert und
anschließend 10 min bei 13.000 U×min -1 zentrifugiert wurde. Das Pellet wurde in entspre-
chender Menge SDS-Probenpuffer gelöst und mit 5 µl NaOH auf einen basischen pH-Wert
eingestellt. Entsprechend der zu untersuchenden Proteine wurden Trenngele zwischen 7,5
und 15 % Acrylamid genutzt, z.B. Trenngel 12 % [4,5 ml H2O; 2,5 ml Trenngelpuffer
(125 mM Tris pH 8,8; 0,2 % SDS), 3 ml Acrylamid/Bis (38 %), 5 µl Temed; 75 µl 10 %
APS].
Die Proteine wurden im Sammelgel 5 % [2,5 ml H2O, 1,0 ml Sammelgelpuffer (375 mM
Tris pH 6,5, 0,2 % SDS), 0,5 ml Acrylamid/Bis (38 %), 5 µl Temed, 36 µl 10 % APS] mit
60 mV und im Trenngel mit 120 mV getrennt (Elektrodenpuffer: 25 mM Tris pH 8,5,
192 mM Glycin, 0,1 % SDS ). Anschließend wurden die Proteine mit 150 mA 1 h auf eine
Nitrocellulosemembran geblottet (Westernblotpuffer: 20 mM Tris pH 8,5; 150 mM Glycin;
0,02 % SDS; 20 % Methanol). Die Membran wurde kurz mit 2 % Ponceau-Rot gefärbt,
Banden des Proteinmarkers (20-500 kDa) mit Kugelschreiber markiert. Die Färbung wurde
mit 1×TBS (0,01 M Tris pH 7,4; 0,154 M NaCl; H2O ad 1000 ml) ausgewaschen und die
Membran mit Blockingpuffer (Milcheiweiß 0,5 % in 1×TBS) über Nacht geblockt.
Der primäre Antikörper (Konzentration siehe Tabelle 3) in Blockingpuffer wurde 3 h, der
sekundäre 1-2 h bei RT inkubiert. Die überschüssigen Antikörper wurden durch dreimali-
ges Waschen mit 1×TBS (0,154 M NaCl, 0,01 M Tris) entfernt.

Tabelle 3: Inkubations- und Konzentrationsschema der primären und sekundären Antikörper

Primäre Antikörper Konzentration % Acrylamid im
Trenngel

Inkubationsdauer

Involucrin 1:500 7,5 5 h bei RT
p53 1:1000 10 4 h bei RT
Caspase 3, CPP32 1:500 15 15 h bei 4 °C

Sekundärer Antikörper
Anti mouse HRP 1:1000 2 h bei RT

Je 1 ml ECL-Lösung 1 und 2 wurden gut gemischt, auf der Membran gleichmäßig verteilt,
1-2 min inkubiert und die Chemilumineszenz mit einem Röntgenfilm in einer Filmkassette
detektiert. Die Dokumentation des entwickelten Filmes erfolgte mit Hilfe eines Flachbett-
scanners.
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3.10.3. Fluoreszenzmikroskopie

Mit der Mikroskopie können Strukturen, Zellen und einzelne Zellbestandteile betrachtet
werden. Bei der Fluoreszenzmikroskopie werden Chromophore, die für Zellstrukturen spe-
zifisch oder an Antikörper gekoppelt sind, mit Licht einer bestimmten Wellenlänge ange-
regt und das emittierte Licht durch einen Filter betrachtet. Dadurch können vor einem
dunklen Hintergrund winzige Mengen eines Floureszenzfarbstoffes nachgewiesen werden.
Die Fluoreszenzmikroskopie wurde zur Detektion der Chromatinkondensation und dem in
situ Nachweis eventueller Mykoplasmenkontaminationen genutzt. Die DNA wurde hierzu
mit dem Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33258 gefärbt (Freshney, 1990). Nach Anregung
mit UV-Licht erscheint der Zellkern in einem bläulich-weißen Licht (Abbildung 11). My-
koplasmen-DNA wird als leuchtende kleine Punkte rund um die Zellen sichtbar
(Abbildung 12). Die DNA der Mitochondrien wird nicht angefärbt.

Abbildung 11: Mykoplasmen freie Primärkultur: NHEK 1. Passage am 4. Kulturtag. Falschfarbendarstellung
der Zellkerne, DNA-Färbung mit Hoechst 33258

Abbildung 12: Mykoplasmen kontaminierte Kultur NHEK 1. Passage am 4. Kulturtag, Mykoplasmen werden
als dunkle Punkte um den Zellkern sichtbar, Falschfarbendarstellung der Zellkerne, DNA-Färbung mit
Hoechst 33258
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Protokoll
1. Zellen auf Deckgläschen kultiviert und je nach Fragestellung behandelt
2. Medium entfernen und zweimal mit PBS waschen
3. mit Methanol/Eisessig (1:3) 10 min fixieren und an der Luft trocknen
4. Färbung mit Hoechst 33258 (0,1 µg×ml-1), 10 min
5. Zweimal waschen mit entionisiertem, sterilisiertem Wasser
6. Einbettung mit Antifading (25 mg p-Phenyldiamin, 5 ml PBS, 20 ml Glycerin)
7. Inkubation bei 4 °C, mindestens 2 h
8. Auswertung am Fluoreszenzmikroskop, Anregung Quecksilberdampflampe, Filter-

kombination: BH2-DMU
9. Fotografische Dokumentation mit einem 400er Diafilm.
Die Fluoreszenzmikroskopie wurde vor allem für die routinemäßige Untersuchung der
Zellen auf Mykoplasmen und zur schnellen Beurteilung der apoptotischen Ereignisse in ei-
ner Zellkultur genutzt. Da eine quantitative Aussage subjektive Einflüsse besitzt, wurden
die Ergebnisse der Mikroskopie nur in der Zusammenfassung als Beispiele präsentiert.
Aufgrund der Vergrößerungen die beim Entwickeln und Bearbeiten der Fotografien in
Bildbearbeitungsprogrammen auftreten, werden keine genauen Vergrößerungen zu den
Abbildungen angegeben.

3.11. Untersuchung des Differenzierungsverhaltens der Keratinozyten

Für den Nachweis der Induktion einer terminalen Differenzierung der Keratinozyten wur-
den die Proteine Involucrin und Filaggrin bestimmt. Diese Interfilamentproteine spielen
eine wichtige Rolle in der Ausbildung der Barrierefunktion der Haut. So wird durch Invo-
lucrin und andere Proteine eine 12 nm dünne, aber zähe, quervernetzte Lage an der der
Zytoplasmamembran zugewandten Seite ausgebildet. Involucrin ist ein früher Differenzie-
rungsmarker, seine Exprimierung beginnt im Stratum spinosum (Steinert und Marenkov,
1997), aber es existiert nicht im Stratum basale.
Hauptbestandteil des Keratohyalins im Stratum granulosum ist das Protein Filaggrin, wel-
ches an der Verdichtung und Vernetzung von Keratinen beteiligt ist. Filaggrin ist ein später
Differenzierungsmarker. Die Lage dieser beiden Proteine ist in der Abbildung 13 darge-
stellt. Die kompakte Membran enthält die Hüllproteine Cystatin A, Elafin, Involucrin, Lo-
ricrin und weitere prolinreiche Proteine. In diese vernetzte Schicht sind Keratinfilamente
eingebunden, die im Zellinneren durch Filaggrin aneinander geknüpft werden (Steinert und
Marenkov, 1995).
Involucrin und Filaggrin werden auch bei der Differenzierung von Keratinozyten in Zel l-
kulturen gebildet und sind deshalb als Differenzierungsmarker geeignet (Yaffe et al.,
1993).
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Abbildung 13: Struktur der äußeren zwei Lagen der cornified cell envelope,
Lage der Differenzierungsmarker Filaggrin und Involucrin (nach Steinert und Marenkov, 1995)

3.11.1. Filaggrin

Für eine Bestimmung des Differenzierungsverhaltens wurde der Nachweis des Filaggrins
am Durchflusszytometer genutzt (Nakatani et al., 1992). Die Keratinozytenzellkulturen
wurden bei 70 % Konfluenz für die Untersuchungen verwendet, da in einem konfluenten,
längere Zeit kultivierten Keratinozytenzellrasen schon eine Filaggrinexprimierung stattfin-
det. Um zu überprüfen, ob mit dieser Methode ein Anstieg des Filaggrinnachweises mög-
lich ist, wurde als Positivkontrolle die terminale Differenzierung in normalen
Keratinozyten durch eine Erhöhung der Calciumkonzentration des Kulturmediums genutzt
(Henning et al., 1980; Ratnam et al., 1996). Um den Nachweis der Filaggrinexpression in
der Zelle führen zu können, wurden die Zellen mit Methanol fixiert und permeabilisiert.

Protokoll:
primäre Antikörper: anti-Filaggrin clone 576

Isotypenkontrolle: DAKOX931 (msIgG1)
sekundärer Antikörper: medacM35001
1. Zellen liegen als Zellsuspension von 0,5 Millionen Zellen pro ml PBS vor
2. Suspension in ein FACS-Röhrchen überführen und 5 min bei 300 g zentrifugieren
3. Überstand dekantieren, ca. 100 µl belassen und Pellet aufklopfen
4. 1 ml Methanol (4 °C) unter sanftem Vortexten eintropfen, Zellen 5 min bei 4 °C fixie-

ren
5. Nach erneutem Zentrifugieren und Dekantieren restliches Methanol durch Abtropfen

auf Filterpapier entfernen
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6. Zum Permeabilisieren der Zellmembran sofort 2 ml PBT hinzufügen, Pellet aufklopfen
und 10 min inkubieren

7. 5 min bei 300 g zentrifugieren, Überstand dekantieren und Pellet aufklopfen
8. 10 µl anti Fillagrin bzw. X931 zugeben und 30 min bei Raumtemperatur inkubieren
9. Zum Entfernen des überschüssigen Antikörpers 2 ml PBB hinzufügen und 5 min inku-

bieren
10. 5 min bei 300 g zentrifugieren, Überstand dekantieren und Pellet aufklopfen
11. Mit 10 µl des sekundären Antikörpers M35001 20 min im Dunkeln inkubieren
12. Zum Entfernen des überschüssigen Antikörpers mit 2 ml PBB waschen
13. Pellet mit 0,5 ml PBS resuspendieren und am Durchflusszytometer vermessen
Für die Auswertung wurden Filaggrin positive Zellen markiert und mit dem Programm
WinMDI ausgewertet. Als Positivkontrolle für eine Differenzierung der Keratinozyten
wurden die Zellen 48 h mit 2,5 mM Ca2+ behandelt.

3.11.2. Involucrin

Der Nachweis der Involucrinexpression in der frühen Phase der Differenzierung wurde am
Durchflusszytometer und mit der Westernblotmethode geführt.
Involucrin eignet sich für eine Bestimmung am Durchflusszytometer (Erp van et al., 1994),
die Präparation erfolgte wie unter Kap 3.11.1 Filaggrin beschrieben. Zur Auswertung wur-
de die Verschiebung des Medians der Fluoreszenzintensität herangezogen. Der Median
entspricht der Verteilungsklasse, bei der 50 % der Werteverteilung darüber und 50 % dar-
unter liegen. Er wird von „Ausreißern“ am wenigsten beeinflusst und gibt daher eine recht
gute Abschätzung des Signalwertes wieder. Er ist aber gegenüber kleinen Veränderungen
etwas unempfindlicher. Da Involucrin ein früher Differenzierungsmarker ist, aber auch in
älteren, konfluenten Zellkulturen exprimiert wird, wurden die Zellen bei 70 % Konfluenz
für die Versuche genutzt.
Involucrin, ein Protein mit einem Molekulargewicht von 120 kDa (wissenschaftliche Be-
gleitinformation, Involucrin), wurde weiterhin mit dem Westernblot (Kap. 3.10.2) be-
stimmt (Hanley et al., 1998). Die Zellen wurden hierzu bei 40-50 % Konfluenz für die
Experimente genutzt und für einen Zeitraum von 1-72 h mit 8 µg×ml-1 BA behandelt. Eine
Erhöhung des Calciumgehaltes im Kulturmedium auf 2,5 mM diente als Positivkontrolle
für eine Induktion der Differenzierung.

Protokoll:
primäre Antikörper: anti -Involucrin NCL-INV

Isotypenkontrolle:DAKOX931 (msIgG1)
sekundärer Antikörper: medac M35001

Für die Untersuchungen mit der Westernblotmethode wurde eine Zeitreihe 1-72 h aufge-
nommen. Als Positivkontrolle diente 2,5 mM Ca2+, 72 h inkubiert. Alle Zellen wurden zum
selben Zeitpunkt geerntet.
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3.12. Zellzyklusphasenanalyse

In den einzelnen Abschnitten des Zellzyklus besitzt die Zelle unterschiedliche DNA-
Mengen. Auf diese Weise kann die Zelle der G0/G1-, S- oder G2/M-Phase zugeordnet wer-
den. Das Testprinzip beruht auf einer stöchiometrischen Interkalation des Propidiumiods in
die DNA. Die Messung erfolgte an einem Durchflusszytometer. Die Ergebnisse stellen die
Verteilung der Zellen einer Kulturschale auf G0/G1-, S- oder G2/M-Phase in Prozent an-
hand des von den Einzelzellen gelieferten Signals dar. Es wurden in der Regel Dreifachbe-
stimmungen für einen Messpunkt in einem Behandlungsschema durchgeführt. Die Zellen
wurden nach den folgenden Protokollen präpariert.

Methode 1 für Zellen, die durch Trypsinierung von den Kulturschalen abgelöst wurden
wobei ein Teil für andere Präparationen verwendet wurde.

1. 106 Zellen liegen in 1 ml PBS vor
2. 5 min bei 300 g zentrifugieren Überstand dekantieren
3. Zellen mit 1 ml Methanol (–20 °C) unter vorsichtigem Eintropfen fixieren
4. Nach mindestens 30 min bei 4 °C, 5 min mit 300 g zentrifugieren, Überstand entfernen

und mit 1 ml mit 0,1 % Tween  20, 1 % BSA in PBS 15 min inkubieren
5. 5 min mit 300 g zentrifugieren, Überstand dekantieren und 350 µl RNase Lösung hin-

zugeben, 10 min Inkubation bei Raumtemperatur
6. 400 µl PI-Lösung 10 % hinzugeben und 10 min bei 4 °C inkubieren
7. Bis zum Messen vor Licht geschützt aufbewahren

Methode 2 für Zellen, die direkt für eine Zellzyklusanalyse verwendet wurden.

1. Medium aus den Kulturgefäßen (2 mm Schale) entfernen und Zellen mit PBS waschen
2. Mit 2 ml Zitronensäure/Tween  20-Lösung (2,1 g Zitronensäure, 0,5 g Tween  ad

100 ml Wasser) 10 min inkubieren
3. 5 min zentrifugieren mit 300 g, Überstand dekantieren, Pellet aufklopfen
4. 2 ml Ethanol (-20 °C) vorsichtig eintropfen
5. Mindestens 24 h bei 4 °C aufbewahren
6. 5 min zentrifugieren mit 300 g, Überstand dekantieren, Pellet aufklopfen
7. 10 min Inkubation mit 1 ml Tween  20 0,5 % in PBS
8. 5 min zentrifugieren mit 300 g, Überstand dekantieren, Pellet aufklopfen
9. 10 min Inkubation mit 0,3 ml RNase-Lösung (1 mg×ml-1) bei Raumtemperatur
10. 10 min inkubieren mit 0,3 ml PI-Lösung (125 µg×ml-1) bei Raumtemperatur
11. Vermessung der Proben am Durchflusszytometer
Die zweite Methode zeichnet sich durch sehr schmale Peaks aus.
Die Auswertung erfolgte mit dem Programm ModFit. Der Auswertemodus der S-Phase
wurde entsprechend der Peakform ausgewählt.
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3.13. Ergebnisdarstellung und statistische Auswertungen

Die in den Tabellen und Grafiken gezeigten Resultate ergeben sich aus unterschiedlichen
Anzahlen von Einzelexperimenten, die bei der jeweiligen Darstellung angegeben ist.
Die Ergebnisse aus den Untersuchungen zur Lebendzellanzahlbestimmung, zum Prolifera-
tionsverhalten und zur Freisetzung der Lactatdehydrogenase wurden prozentual auf die un-
behandelte Lösungsmittelkontrolle (100 % Wert) bezogen.
Für die durchflusszytometrischen Messungen wurde die prozentuale Verteilung der einzel-
nen Zellpopulationen der Einzelexperimente zusammengefasst. Die Messreihen der Ein-
zelexperimente mit n>10 wurden einem Ausreißertest nach Dixon unterworfen. Die in
dieser Arbeit gezeigten grafischen Darstellungen beinhalten Mittelwerte und deren Stan-
dardabweichungen, berechnet aus der Ergebniszusammenfassung der unabhängigen Ein-
zelexperimente.
Zur Prüfung auf signifikante Unterschiede zwischen zwei Messreihen wurde der zweiseit i-
ge t-Test nach Student für ungepaarte Stichproben bei Varianzhomogenität nach F-Test
und Normalverteilung oder der parameterfreie Test nach Mann-Whitney genutzt. Bei
Messreihen, in denen sich die einzelnen Messpunkte in einem Parameter änderten (Zeit,
Konzentration), wurde der Test nach Dunnett angewendet. Die Methode nach Dunnett ist
ein Many-to-one-Vergleich, d.h. es werden alle Gruppen gegen eine Kontrollgruppe gete-
stet (Dunnett, 1955; Dunnett et al, 1992). Bei einer Wahrscheinlichkeit mit P<0,05 wird
das Prüfergebnis als signifikant gewertet. In den Grafiken werden P<0,05 mit *, P<0,01
mit ** und P<0,001 mit *** kenntlich gemacht.
Zur statistischen Berechnung wurden die Programme EXCEL, SigmaStat und GrafPad
Prism genutzt.
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4. ERGEBNISSE: WIRKUNG DER BETULINSÄURE AUF HUMANE
HAUTZELLKULTUREN

4.1. Vorbemerkungen

Im Folgenden werden die Ergebnisse von Proliferationsstudien und Untersuchungen zum
geregelten Zelltod, der Apoptose, unter Einfluss des Naturstoffes Betulinsäure (BA) ge-
zeigt. Für die Untersuchungen der Wirkung der BA auf Hautzellkulturen wurden Melano-
zyten und die zahlenmäßig häufigste Zellart der Haut, die Keratinozyten verwendet. Als
Modell für maligne Melanozyten wurde die Melanomzelllinie IGR1 und als Modell für das
Verhalten nicht entarteter Melanozyten wurden normale humane epidermale Melanozyten
genutzt. Um die Wirkung der BA auf Keratinozyten zu charakterisieren, wurden die Expe-
rimente mit der permanenten Zelllinie HaCaT als Modell für den proliferierenden Kerat i-
nozyten und mit normalen humanen epidermalen Keratinozyten als Modell für
Keratinozyten mit ursprünglichem Apoptose- und Differenzierungsverhalten durchgeführt.
Es wird postuliert, dass sich toxische Effekte in einer Proliferationsänderung und damit in
einer Änderung der Zellanzahl relativ zu einer Lösungsmittelkontrolle niederschlagen. Zu-
nächst wurde ermittelt, ob es in einem bestimmten Zeitraum zu einer dosisabhängigen Ab-
nahme der Lebendzellanzahl kommt. Um die Verminderung der Proliferation zu
beschreiben, wurden die DNA-Syntheserate und die Zellzyklusverteilung ermittelt. Das
Absterben von Zellen kann als weiterer Grund für einen Rückgang proliferierender, lebens-
fähiger Zellen gewertet werden. Zur Beschreibung des durch BA-induzierten Zelltodes
wurden Charakteristika der Nekrose und Apoptose bestimmt. Als eine apoptotische Reak-
tion der Keratinozyten wurde weiterhin das Differenzierungsverhalten untersucht.
Zusammenfassend ist zu bemerken, dass die Effekte der Betulinsäure auf Hautzellkulturen
in einem Konzentrationsbereich von 0-20 µg×ml-1 BA untersucht wurden, in welchem in
IGR1-Zellen und in anderen Melanomzelllinien  eine Apoptose ausgelöst wurde (Pisha et
al., 1995, Selzer et al., 2000).

4.2. Vorversuche zur Wirkung der Betulinsäure auf
humane Zellkulturen

4.2.1. Einfluss der Zellkulturmedien auf die Wirkung der Betulinsäure

Das Hauptziel der Vorversuche war es, den Einfluss der einzelnen Zellkulturbedingungen
auf die Wirkung der BA zu untersuchen, und auf dieser Basis die Bedingungen für die
Apoptose- und Toxizitätsuntersuchungen festzulegen. Auf der Suche nach optimalen Be-
dingungen für die einzelnen Zellarten stellt sich die Frage, inwieweit man für die einzelnen
Zellarten Spezialmedien verwenden sollte, mit denen ein Optimum im Proliferations- und
Apoptoseverhalten, morphologischen Aussehen usw. erreicht werden könnte oder man
Einheitsmedien gebrauchen sollte, um die Kulturbedingungen vergleichbar zu machen.
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Weiterhin sollen die erzielten Ergebnisse im Hinblick auf eine Übertragung auf den Ge-
samtorganismus realistische Ergebnisse liefern.
In dieser Arbeit geht es neben der generellen Toxizitätsuntersuchung zur BA auch um
Vergleiche zwischen Melanozyten und Keratinozyten bezüglich des Apoptoseverhaltens.
Es gibt kein Universalzellkulturmedium, in dem alle Zellen gleich gut wachsen oder alle
am Organismus gefundenen Fakten nachvollzogen werden können. In den Vorversuchen
wurden die Toxizitäten in den einzelnen Kulturmedien getestet, bestehende Unterschiede
quantifiziert und ein Medium für die einzelnen Kulturen festgelegt. Für diese Untersu-
chungen wurden die beiden serumhaltigen Medien MEM und DMEM sowie das serum-
freie Medium MGM für die Testung an Melanozyten genutzt. Für die Keratinozyten
wurden DMEM sowie das serumfreie Keratinozytenmedium SFM verwendet. Die
Vorexperimente wurden mit den permanenten Zelllinien HaCaT und IGR1 durchgeführt.
Nach 48 h wurde für die Betulinsäurekonzentrationen von 0,08-20 µg×ml-1 BA an der
IGR1-Zellkultur eine Zellanzahlbestimmung durchgeführt. Wie aus der Abbildung 14 zu
entnehmen ist, gab es zwischen den Medien MEM und MGM geringe Unterschiede. Deut-
lich wird aber, dass BA in DMEM Medium eine geringere Toxizität aufweist. So konnte
beispielsweise bei 2,5 µg×ml-1 BA in DMEM kein toxischer Effekt beobachtet werden,
wohingegen die Zellanzahl in der MEM Zellkultur 35 % und die der MGM Zellen 57 %
der Lösungsmittelkontrolle betrug.
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Abbildung 14: Zellanzahlbestimmung/Vitalitätstest, IGR1-Zellen in den Medien DMEM, MEM und MGM,
48 h nach Zugabe von 0,08-20 µg×ml-1 BA, Kon = Lösungsmittelkontrolle 0,1  % DMSO, n = 12

Mit dem Annexin-V/PI-Test und der Untersuchung des mitochondrialen Markers APO2.7
wurde untersucht, ob die Medien einen unterschiedlichen Einfluss auf das Apoptosever-
halten der Melanomzelllinie besitzen. Da zwischen MGM und MEM nur geringe Unter-
schiede auftraten, wurden nur MEM und DMEM für diese Untersuchungen genutzt. Für
diese beide Medien ist die genaue Zusammensetzung bekannt.
Aus der Abbildung 15 und der Abbildung 16 ist zu entnehmen, dass in der MEM IGR1-
Kultur durch BA vermehrt apoptotische Prozesse auftraten als in DMEM kultivierten Zel-
len. So erhöhte sich im Annexin-V/PI-Test nach 48 h und 5 µg×ml-1 BA der Anteil der
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spätapoptotischen und nekrotischen Zellen auf 56 % der Gesamtzellanzahl (MEM) versus
6 % (DMEM). Im APO2.7-Test lag der Anteil der apoptotischen Zellen bei 69 % der Ge-
samtzellanzahl (MEM) gegenüber 16 % (DMEM).
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Abbildung 15: Annexin-V/PI-Test, IGR1-Zellen in DMEM oder MEM 48 h mit 5 und 10 µg×ml-1 BA be-
handelt, Kon = Lösungsmittelkontrolle 0,05 % DMSO, n = 3, * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001, n.s.
nicht signifikant, Dunnett-Test gegenüber Kontrolle, t-Test Vergleich MEM/DMEM, Mann-Withney-Test
bei positivem F-Test
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Abbildung 16: APO2.7-Test, prozentuale Darstellung der APO2.7-positiven Zellen, IGR1-Zellen in DMEM
und MEM, 48 h nach Zugabe von 5 und 10 µg×ml-1 BA, Kon = Kontrolle 0,05 % DMSO, n = 3 * P <  0,05,
** P < 0,01, *** P < 0,001, Dunnett-Test gegenüber Kontrolle, t-Test Vergleich MEM/DMEM

Für die Keratinozytenzellkultur HaCaT wurde die Toxizitätsstudie nach 48 h mit den Me-
dien DMEM und SFM durchgeführt. Nach 48 h kam es zu einer Abnahme der Zellanzahl
in der SFM-Kultur ab 0,31 µg×ml-1 BA und in den DMEM gewachsenen Zellen erst ab
5 µg×ml-1 BA (Abbildung 17). Auffallend ist aber, dass die ED50-Werte der beiden Kultu-
ren trotzdem gleich sind.
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Abbildung 17: Zellanzahlbestimmung/Vitalitätstest, HaCaT-Keratinozyten 48 h nach Inkubation mit 0,08-
20 µg×ml-1 BA, 0 = Lösungsmittelkontrolle DMSO 0,1  %, n = 12, * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001 im
Vergleich zur Kontrolle oberhalb der einzelnen Balken (Dunnett-Test) und im Vergleich der jeweiligen
Wertepaare untereinander (t-Test) über die Balken gelegt.

Die oben genannten Einflüsse der Kulturmedien werfen die Frage nach den Ursachen für
diese starken Unterschiede auf. Häufig sind Bindungen von Arzneistoffen an Serumalbu-
min für solche Effekte verantwortlich. Deshalb wurde der Einfluss des fetalen Kälberse-
rums (FKS) untersucht. Die Zellen wurde hierfür 48 h mit 5 und 10 % FKS in MEM und
den BA-Konzentrationen von 0,8-20 µg×ml-1 inkubiert. Wie aus der Abbildung 18 zu ent-
nehmen ist, zeigten Zellen mit einem FKS-Gehalt von 10 % eine signifikante Erhöhung der
vitalen Zellen.
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Abbildung 18: Zellanzahlbestimmung/Vitalitätstest, IGR1-Zellen in MEM, 5 und 10  % FKS, 48 h mit 0,8-
20 µg×ml-1 BA behandelt, Kon = Lösungsmittelkontrolle 0,05 % DMSO, n = 12, *** P < 0,001, t-Test die
Unterschiede zwischen den FKS Konzentrationen 5 % und 10 % sind jeweils über der 10 % FKS-Kurve dar-
gestellt

Weiterhin erfolgten Bestimmungen zur pH-Wertabhängigkeit der BA-Wirkung aufgrund
eines Befundes von Noda et al. (1997), dass ein niedriger pH-Wert zu einer Erhöhung der
Toxizität der BA führt. Die Regulierung des pH-Wertes erfolgt in Zellkulturen durch eine
Begasung mit CO2 in Abhängigkeit vom NaHCO3 Gehalt der Kulturmedien. Durch unter-
schiedliche CO2-Konzentrationen im Brutschrank können die pH-Werte des Mediums va-
riiert werden. Durch Veränderung des pH-Wertes wurde nun versucht, die Toxizität der
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BA in MEM zu beeinflussen. Die Zellen wurden dazu 12 h, um den Einfluss des pH-
Wertes auf die Lösungsmittelkontrollen gering zu halten, mit 2,5-20 µg×ml-1 BA behan-
delt. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 19 dargestellt. Es konnten keine Unterschiede
in der Zellanzahl festgestellt werden. Die Einstellung des pH-Wertes mit 0,1 % NaOH er-
brachte ebenfalls keine Effekte.
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Abbildung 19: Zellanzahlbestimmung/Vitalitätstest IGR1-Zellen nach 12 h Begasung mit 5 und 10 % CO2,
12 h Betulinsäureinkubation mit 2,5-20 µg×ml-1, n = 12 , 0 = Lösungsmittelkontrolle 0,05 % DMSO, t-Test

4.2.2. Untersuchungen zum Zeitpunkt der Apoptoseauslösung und Einfluss der
Permeabilisierung im APO2.7-Test

Ein weiteres Ziel der Voruntersuchungen war es, den Zeitraum für den Nachweis der ein-
zelnen apoptotischen Ereignisse zu finden. Aus diesem Grunde wurden die IGR1-Zellen
mit 6 µg BA 6, 12, 24 und 48 h behandelt und die Phosphatidylserinumlagerung und
Membranintegrität mit dem Annexin-V/PI-Test bestimmt, sowie gleichzeitig der mito-
chondriale Einfluss mit dem Antikörper APO2.7 erfasst. Weiterhin wurde versucht, die
von Koester et al. (1997) beschriebene Verwendung des Antikörpers APO2.7 zur Unter-
scheidung apoptotischer und spätapoptotischer Prozesse auf BA-induzierte Apoptose an-
zuwenden. Aus diesem Grund wurden die Zellen mit und ohne Permeabilisierung mit
Tween  20 präpariert. Die Ergebnisse sind als Dot Plot (Annexin-V/PI) oder als Histo-
gramm (APO2.7-Fluoreszenzintensität/Anzahl der Ereignisse) in der Tabelle 4 dargestellt.
Erste apoptotische Ereignisse lassen sich demnach ab 12 h detektieren. Eine Permeabilisie-
rung der Zellen mit Tween  20 brachte den Vorteil einer besseren Abgrenzung der
APO2.7-positiven Zellen von den APO2.7-negativen Populationen. Es traten bei permea-
bilisierten und nichtpermeabilisierten Zellen keine Unterschiede im Verhältnis dieser bei-
den Zellpopulationen auf, so dass eine Präparation ohne Permeabilisierung keine
zusätzlichen Aussagen erbrachte.
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Tabelle 4: Zeitreihe 6-48 h mit 6 µg×ml-1 BA, Annexin-V/PI-Test; APO2.7 mit und ohne Permeabilisierung,
IGR1 in MEM

Annexin-V-FITC (x-Achse) - Propidiumiodid(y-Achse)

Kontrolle 6 h 12 h 24 h 48 h

6 µg×ml-1, 6 h 12 h 24 h 48 h

Histogramm APO2.7 mit Permeabilisierung

Kontrolle 6 h 12 h 24 h 48 h

6 µg×ml-1, 6 h 12 h 24 h 48 h

Histogramm APO2.7 ohne Permeabilisierung

Kontrolle 6 h 12 h 24 h 48 h

6 µg×ml-1, 6 h 12 h 24 h 48 h
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Ein weiterer Marker für apoptotische Prozesse ist die DNA-Fragmentierung. Mit dem
Durchflusszytometer wurde für den Zeitraum 16-51 h untersucht, wann eine DNA-
Fragmentierung nach BA-Zugabe auftritt. Aus der Abbildung 20 ist die Entstehung des
Apoptosepeaks (Ap) vor dem Peak der G0/G1 Phase nach 16 h zu erkennen.

Abbildung 20: Entstehung des Apoptosepeaks (Ap) vor dem G0/G1-Peak bei der Zellzyklusuntersuchung von
IGR1-Zellen in MEM 16, 28, 51 h nach Inkubation mit 5  µg×ml-1 BA, Lösungsmittelkontrolle = 0,05 %
DMSO

4.2.3. Bestimmung intrazellulärer Peroxide

Neben den Voruntersuchungen zur Apoptose wurde eine mögliche intrazelluläre Entste-
hung reaktiver Sauerstoffspezies untersucht (Abbildung 21). Die Zellen wurden hierzu
15 und 24 h mit 0,08-20 µg×ml-1 BA behandelt. Die Inkubation des Dihydrorhodamins 123
erfolgte 15 h (15 h BA) bzw. 8 h (24 h BA). Es konnte keine Erhöhung der Fluoreszenzin-
tensität des Radikal-DHR-Reaktionsproduktes festgestellt werden, so dass die anderen
Zellsysteme nicht auf diesen Mechanismus untersucht wurden.
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Abbildung 21: Bestimmung der intrazellulären Radikale mit dem Dihydrorhodamin 123-Test, IGR1-Zellen
in MEM und HaCaT-Keratinozyten in SFM 15 und 24  h mit 0,08-20 µg×ml-1 BA behandelt, Kon = Lösungs-
mittelkontrolle 0,1  % DMSO, n = 6, 15 h Wert 15 h mit DHR inkubiert, 24 h Wert 8 h mit DHR inkubiert.
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4.2.4. Diskussion

Die Ergebnisse der Vorversuche zeigen deutlich eine Abhängigkeit der Betulinsäurewir-
kung von den verwendeten Kulturmedien sowohl in der IGR1 als auch in der HaCaT-
Zellkultur. Mit den Vorexperimenten konnte die IGR1-Zelllinie als Positivkontrolle für die
Wirkung der Betulinsäure etabliert werden.
In der Literatur sind sowohl MEM (Kim et al., 1998) als auch DMEM (Selzer et al., 2000)
und weitere Medien mit Zusatz von 10 % FKS in Verbindung mit BA beschrieben. Die
Kultivierung in MEM wurde für die Untersuchungen an der IGR1-Zelllinie ausgewählt, da
ED50-Werte erreicht wurden, wie sie von Pisha et al. (1995) beschrieben sind und die Er-
gebnisse somit nachvollzogen werden konnten (Zellkulturmedien sind in diesem Artikel
nicht angegeben). Für die normalen humanen Melanozyten wurde das MGM-Medium aus-
gewählt, da nur in diesem Medium ein gutes Wachstum der normalen Zellen erreicht wur-
de. Für die Keratinozyten wurde das serumfreie Keratinozytenmedium SFM genutzt, da in
diesem Medium eine gute Dosis-Wirkungs-Korrelation zu erkennen war.
Die in den Vorversuchen gezeigten Medienabhängigkeiten konnten nicht restlos geklärt
werden. Entweder besteht eine Abhängigkeit zu einem Bestandteil des komplexen Medi-
ums oder die Wachstumsbedingungen unterscheiden sich derart, dass in einem Medium
mit besseren Wachstumsbedingungen weniger Apoptose durch BA ausgelöst wird. Das
Aufzeigen der Medienabhängigkeiten sollte aber dazu dienen, die einzelnen ED50-Werte zu
relativieren, und die Aussagekraft im Hinblick auf eine Anwendung am Organismus real i-
stisch einschätzen zu können.
Aus den hier dargestellten Ergebnissen wurde das Zeitintervall für die Untersuchungen der
Apoptose zwischen 12 und 72 h festgelegt.
Eine von Wick et al. (1999) beschriebene Formatierung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
in Gliomzellen konnte mit der in dieser Arbeit verwendeten DHR Methode in HaCaT-
Keratinozyten und IGR1-Zellen nicht gefunden werden. In diesem Test war kein Anstieg
der Fluoreszenzintensität gegenüber der Lösungsmittelkontrolle zu erkennen. Ursachen
könnten im unterschiedlichen Verhalten der Zellarten auf eine BA-induzierte Apoptose
oder im unterschiedlichen Detektionsspektrum der Fluoreszenzfarbstoffe zu suchen sein,
obwohl Rothe et al. (1991) DHR eine höhere Sensitivität als Dichlorfluorescein bei der
Detektion von ROS zuschreibt.
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4.3. Untersuchungen zur Spezifität der Betulinsäure - Vergleich von
Melanomzelllinie und normalen humanen Melanozyten

4.3.1. Untersuchungen zur Betulinsäure ausgelösten Apoptose beim malignen Me-
lanom anhand der Melanomzelllinie IGR1

4.3.1.1. Toxizitätsuntersuchungen
Die Untersuchungen der antiproliferativen Effekte der Betulinsäure erfolgten an 96er Mi-
krotiterplatten (MTP) mit Hilfe einer Zellanzahlbestimmung nach 24, 48, 72, 96 h für ei-
nen Konzentrationsbereich von 0,08-20 µg×ml-1 gegenüber der Lösungsmittelkontrolle
0,1 % DMSO. Nach 24 h war ein signifikanter Rückgang der vitalen Zellen ab 10 µg×ml-1

BA und nach 96 h ab 0,31 µg×ml-1 BA zu beobachten (Abbildung 22). Die jeweilige
ED50-Werte betrugen: 8,2 (24 h), 3,5 (48 h), 2,3 (72 h) und 1,2 µg×ml-1 BA nach 96 h.
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Abbildung 22: Zellanzahlbestimmung/Vitalitätstest, IGR1-Zellen in MEM 24, 48, 72, 96 h nach Zugabe von
0,8-20 µg×ml-1 BA, Kon = Lösungsmittelkontrolle DMSO 0,1 %, n = 6, * P < 0,05, ** P < 0,01, Dunnett-
Test

Die Bestimmung von Veränderungen in der DNA-Syntheseleistung ist eine weitere Mög-
lichkeit, toxische Effekte der BA zu erfassen. Nach 20 h wurde dazu die BrdU-Einbaurate
bestimmt. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 23 aufgezeigt. Die IGR1-Zellen zeigten
einen deutlichen Abfall der Proliferation nach einer Behandlung mit 5 µg×ml-1 BA.
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Abbildung 23: Bestimmung der DNA-Synthe (BrdU-Einbau) IGR1-Zellen in MEM 20  h nach Zugabe von
0,31-20 µg×ml-1 BA, Kon = Lösungsmittelkontrolle 0,1 % DMSO, n = 6, ** P < 0,01, Dunnett-Test
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Zur Charakterisierung des Proliferationsverhaltens der IGR1-Zellen nach Betulinsäurezu-
gabe wurde eine Zellzyklusuntersuchung durchgeführt (Abbildung 24). Im Zeitraum von
16-91 h kam es nach 28 und 51 h zu einer leichten Abnahme der in G0/G1 befindlichen
Zellen verbunden mit einer Zunahme der Zellen in der S-Phase.
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Abbildung 24: Zellzyklusuntersuchungen am Durchflusszytometer, IGR1-Zellen in MEM, 16-91 h nach Zu-
gabe von 5 µg×ml-1 BA, Lösungsmittelkontrolle 0,05 % DMSO, n = 2

Weil im Bereich 21-28 h und 45-51 h leichte Unterschiede zwischen den behandelten Zel-
len und der Kontrolle beobachtbar waren, wurden nach 22 und 53 h Messungen für die
Konzentrationen 2, 4, 8, 12 µg×ml-1 BA und n = 3 durchgeführt. In der Abbildung 25 sind
Histogramme der einzelnen Konzentrationen dargestellt. Deutlich wird, dass nach 22 h ab
8 µg×ml-1 und nach 53 h ab 4 µg×ml-1 BA ein deutlicher Anstieg der Anzahl apoptotischer
Kerne erfolgte. Die Messungen nach 53 h ergaben so hohe Apoptoseraten, dass die Proben
mit 8 und 12 µg×ml-1 BA nicht mehr in die Auswertung des Zellzyklus mit einbezogen
wurden.

  

Abbildung 25: Histogramm der Zellzyklusuntersuchungen am Durchflusszytometer IGR1-Zellen in MEM
nach Zugabe von 2, 4, 8, 12 µg×ml-1 BA, Lösungsmittelkontrolle 0,05 % DMSO linke Abbildung: 22 h Inku-
bation mit BA; rechte Abbildung: 53 h Inkubation mit BA

Die Ergebnisse der Zellzyklusuntersuchungen sind in der Abbildung 26 für den Zeitpunkt
22 h dargestellt. Die Abnahme in der G0/G1-Phase und Zunahme in der S-Phase konnten
bestätigt werden. Sie sind nicht auf eine Arretierung der Zellen oder Proliferationsstimmu-
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lierung zurückzuführen, sondern auf apoptotische Prozesse, die durch Zunahme des
Apoptose-Peaks deutlich wurden. In der Abbildung 27 ist die Verteilung der Zellen in den
einzelnen Phasen des Zellzyklus nach 53 h (2 und 4 µg×ml-1 BA) dargestellt. Es konnte ein
signifikanter Anstieg der Zellen in der G0/G1-Phase und ein Rückgang der Zellen in der S-
und G2/M-Phase nach Inkubation mit 2 µg×ml-1  BA gemessen werden. 4 µg×ml-1 BA
führten zu einem leichten Anstieg der Zellen in der S-Phase.
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Abbildung 26: Zellzyklusuntersuchung, IGR1-Zellen in MEM 22  h nach Zugabe von 2, 4, 8, 12 µg×ml-1 BA,
Kon = Lösungsmittelkontrolle 0,05 % DMSO, n = 3, ** P < 0,01, Dunnett-Test
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Abbildung 27: Zellzyklusuntersuchung, IGR1-Zellen in MEM 53  h nach Zugabe von 2 und 4 µg×ml-1 BA,
Kon = Lösungsmittelkontrolle 0,05 % DMSO, n = 3, ** P < 0,01, Dunnett-Test

4.3.1.2. Untersuchungen zum Apoptoseverhalten
Zur Erfassung nekrotischer Ereignisse wurde die LDH-Aktivität im Zellüberstand be-
stimmt. 7 und 24 h nach Zugabe von 0,321-20 µg×ml-1 BA kam es gegenüber der Lö-
sungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 %) zu einem Anstieg der LDH-Aktivität bei den
Konzentrationen 10 und 20 µg×ml-1 BA (Abbildung 28). Gegenüber der 0,02 %
Tween  20 Positivkontrolle (573 %) fiel der Anstieg (7 h, 20 µg×ml-1 = 213 %) geringer
aus.
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Abbildung 28: Bestimmung der LDH-Aktivität im Zellüberstand, IGR1-Zellen in MEM, 7 und 24 h nach
Betulinsäurezugabe 0,16-20 µg×ml-1, K = Lösungsmittelkontrolle DMSO 0,05 %, pos. K = positive Kon-
trolle Tween  20 0,02 %, n = 6, * P < 0,05, **P < 0,01, Dunnett-Test

Eine Möglichkeit die Abnahme der Lebendzellanzahl zu untersuchen, liegt in der Be-
schreibung apoptotischer Prozesse. Die Zellen wurden hierzu 15 h mit 4, 8, 12 und
16 µg×ml-1 BA behandelt und die Phosphatidylserinumlagerung in der äußeren Zellmem-
bran und deren Integrität mit dem Annexin-V/PI-Test bestimmt. Die Ergebnisse, in der
Abbildung 29 dargestellt, zeigen eine deutliche spätapoptotische und nekrotische Reaktion
ab 8 µg×ml-1 BA.
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Abbildung 29: Annexin-V/PI-Test, IGR1-Zellen in MEM, 15 h nach Zugabe von 4, 8, 12 und 16 µg×ml-1

BA, Kon = Lösungsmittelkontrolle 0,05 % DMSO, n = 3, ** P < 0,01, Dunnett-Test

Nach 24 h zeigte sich für eine Konzentration von 6 µg×ml-1 BA (Abbildung 30) zu eine
Abnahme der lebenden Zellen auf 21 % der Kontrolle, eine Zunahme der apoptotischen
Zellen um 125 % und der spätapoptotischen und nekrotischen Zellen um 212 %. Die Mes-
sungen für den Wirkzeitraum von 48 h sind in der Abbildung 15 für 5 und 10 µg×ml-1 BA
dargestellt. Es zeigte sich ein starker Anstieg der nekrotischen und spätapoptotischen Zel-
len bei den mit BA-behandelten IGR1-Zellen.
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Abbildung 30: Annexin-V/PI-Test, IGR1-Zellen in MEM mit 6 µg×ml-1 BA für 24 h behandelt, Kon = Lö-
sungsmittelkontrolle 0,05 % DMSO, n = 3, *** P < 0,001, Dunnett-Test

Der Einfluss auf die Mitochondrien wurde mit dem APO2.7-Antikörper verifiziert. Nach
15 h kam es, wie im Annexin-V/PI-Test, zu einem Anstieg um 570 % der APO2.7-
positiven Zellen ab 8 µg×ml-1 BA (Abbildung 31). Nach 48 h Inkubation mit 10 µg×ml-1

BA zeigten 89 % der IGR1-Zellen eine deutliche apoptotische Reaktion (Abbildung 16).
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Abbildung 31: APO2.7-positive Zellen, IGR1-Zellen in MEM, 15 h nach Zugabe von 4, 8, 12, 16 µg×ml-1

BA, Kon = Lösungsmittelkontrolle 0,05 % DMSO, n = 3, ** P < 0,01, Dunnett-Test

Die Untersuchung der apoptotischen DNA-Fragmentierung wurde durch die TUNEL-
Methode am Durchflusszytometer für die Betulinsäurekonzentration von 10 µg×ml-1 nach
24 und 48 h bestimmt. Wie aus der Abbildung 32 ersichtlich, konnte nach 48 h Inkubation
ein signifikanter Anstieg (P < 0,01, Dunnett-Test) der TUNEL-positiven Zellen beobachtet
war.
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Abbildung 32: Messung der DNA-Fragmentierung mit der TUNEL-Methode am Durchflusszytometer,
IGR1-Zellen in MEM nach 24 und 48  h, linke Darstellung: Histogramm Fluoreszenzintensität DNA-
Fragmentierung, TUNEL-Methode, Kontrolle 0,05 % DMSO (rot), Zellen 24 h (blau) und 48 h (schwarz) mit
10 µg×ml-1 BA behandelt. Positivkontrolle: DNase 10 min 1 mg×ml-1 (grün), rechte Darstellung TU-
NEL-positive IGR1-Zellen in MEM kultiviert, Kontrolle 0,05  % DMSO, Zellen 24 und 48 h mit 10  µg×ml-1

BA behandelt, n = 3, ** P < 0,01, Dunnett-Test

Neben den Apoptoseuntersuchungen wurden Veränderungen im p53-Gehalt der Zellen be-
stimmt. Die Messungen erfolgten am Durchflusszytometer für die Konzentrationen 2, 4,
8 µg×ml-1 BA nach 8 h (Abbildung 33) und 24 h (Abbildung 34). Für die duchflusszyto-
metrischen Untersuchungen wurde eine Zweiparametermessung gewählt, die es erlaubt,
den einzelnen Zellzyklusphasen den p53-Gehalt zuzuordnen. Es konnte keine Akkumulat i-
on des p53-Proteins gemessen werden.
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Abbildung 33: p53-Bestimmung am Durchflusszytometer, IGR1-Zellen in MEM, 8  h mit 2, 4 und 8 µg×ml-1

BA inkubiert, p53-Gehalt für die einzelnen Zellzyklusphasen ausgewertet, Kon = Lösungsmittelkontrolle
0,05 % DMSO, n = 3, * P < 0,05, ** P < 0,01, Dunnett-Test
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Abbildung 34: p53-Bestimmung am Durchflusszytometer, IGR1-Zellen in MEM 24 h mit 2, 4, 8 µg×ml-1 BA
inkubiert, p53-Gehalt für die einzelnen Zellzyklusphasen ausgewertet, Kon = Lösungsmittelkontrolle 0,05 %
DMSO, n = 3, * P < 0,05, ** P < 0,01

Eine Untersuchung des BA-Einflusses auf die Exprimierung des p53-Proteins mit der We-
sternblotmethode für 8 µg×ml-1 BA und einem Inkubationszeitraum von 4 bis 71 h
(Abbildung 35) zeigte keine Akkumulation des p53-Proteins. Es wurden 80 µg Protein
aufgetragen. Durch eine Färbung der Membran mit 2 % Ponceau-Rot wurde die Auftra-
gung gleicher Proteinmengen überprüft.

Kontrolle 4 7 17 28 47 71 h

Abbildung 35: Westernblot, IGR1-Zellen in MEM 4, 7, 17, 28, 47 und 71 h nach Zugabe von 8 µg×ml-1 BA,
Proteinmenge: 80  µg, Kon = Lösungsmittelkontrolle 0,05 % DMSO

4.3.1.3. Resistenzentwicklung
Neben den Toxizitätsuntersuchungen spielt bei der Einschätzung von neuen Chemothera-
peutika eine mögliche Resistenzentwicklung eine wesentliche Rolle. Ein resistenter Tu-
morzellstamm bringt weiterhin Vorteile bei der Untersuchung von Mechanismen der
Apoptoseregulation und Auslösung, da dieser Zellstamm Eigenschaften besitzt, die eine
BA-induzierte Apoptose unterdrücken.
Aus diesem Grund wurden IGR1-Zellen über mehrere Monate mit 2 µg×ml-1 BA behan-
delt, um die Zellen langsam an BA zu gewöhnen. Ein weiterer Versuch war die nach hohen
BA Dosen (10 µg×ml-1) überlebenden Zellen zu kultivieren und somit eine Auslese zu be-
treiben. Von beiden Ansätzen wurden in regelmäßigen Abständen Toxizitätsstudien und
Apoptoseuntersuchungen durchgeführt. Es konnten keine Resistenzen festgestellt werden.
Die über einen längeren Zeitraum behandelten Zellen zeigten aber schlechteres Wachstum
und Änderungen im morphologischen Aussehen.
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4.3.2. Untersuchungen zur Wirkung der Betulinsäure auf normale humane epider-
male Melanozyten (NHEM)

4.3.2.1. Toxizitätsuntersuchungen
Zur Untersuchung antiproliferativer Effekte der Betulinsäure auf normale humane Melano-
zyten (NHEM) wurde eine Zellanzahlbestimmung in 96er MTP nach 24 und 48 h für den
Konzentrationsbereich 0,08-20 µg×ml-1 BA durchgeführt. Die Ergebnisse sind in der
Abbildung 36 dargestellt. Nach 24 h war ein signifikanter Rückgang der Zellanzahl ab
0,16 µg×ml-1 BA erkennbar, wobei der ED50-Wert 2,1 betrug. Nach 48 h konnte keine
weitere Änderung des Kurvenverlaufes beobachtet werden. Bei einer Dosis von 2,2 µg×ml-
1 Betulinsäure war auch hier die Zellanzahl auf die Hälfte gesunken.
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Abbildung 36: Zellanzahlbestimmung/Vitalitätstest, normale humane Melanozyten in MGM 24 und 48  h
nach Betulinsäurezugabe 0,08-20  µg×ml-1, Kon = Lösungsmittelkontrolle DMSO 0,1 %, n = 6, * P < 0,05,
** P < 0,01, Dunnett-Test

Die Untersuchungen zur DNA-Syntheseleistung zeigten einen geringen Einbau des BrdU
sowohl in der Lösungsmittelkontrolle als auch in den mit BA-behandelten NHEM. In die-
sen nur sehr langsam proliferierenden Zellen konnte nur eine Abnahme des BrdU-Einbaus
ab 20 µg×ml-1 BA beobachtet werden.

4.3.2.2. Apoptoseuntersuchungen an normalen humanen Melanozyten
Zum Nachweis nekrotischer Prozesse wurde nach 7 h die LDH-Aktivität im Zellüberstand
gemessen. Dabei kam es gegenüber der Lösungsmittelkontrolle (DMSO 0,1 %), wie in der
Abbildung 37 gezeigt, zu einem Anstieg der Aktivität ab 0,625 µg×ml-1. Um 250 % er-
höhte sich der LDH-Spiegel bei 20 µg×ml-1 BA und um 300 % bei der Positivkontrolle
Tween  20 (0,02 %). Um diese starke nekrotische Wirkung zu relativieren, wurde nach
Lysierung der Zellen ein Bestimmung der LDH-Aktivität durchgeführt. Diese sensitive
Form der Zellanzahlbestimmung (Göhring, 1999) zeigt nach 7 h nur bei 20 µg×ml-1 eine
Abnahme der Zellanzahl auf 80 % der Kontrolle sowie bei der Positivkontrolle auf 42 %.
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Abbildung 37: Bestimmung der LDH-Aktivität im Zellüberstand, normale Melanozyten in MGM, 7 h nach
Behandlung mit 0,16-20 µg×ml-1 BA, pos. K = Positivkontrolle Tween  20 0,02 %, K = Lösungsmittelkon-
trolle 0,05 % DMSO, n = 6, ** P < 0,01, Dunnett-Test

Zur Charakterisierung des Apoptoseverhaltens normaler humaner Melanozyten wurde die
Phosphatidylserinumlagerung in der Zellmembran durch den Annexin-V/PI-Test bestimmt.
Die Zellen wurden 24 h mit 6 µg×ml-1 BA behandelt. Durch Nutzung des Durchflusszyto-
meters konnten die Populationen vitaler, apoptotischer und spätapoptotisch/nekrotischer
Zellen unterschieden werden. Die Anteile der einzelnen Zellpopulationen der Kontrolle
bzw. der behandelten Zellen an der Gesamtzellanzahl sind in der Abbildung 38 dargestellt.
Die behandelten Melanozyten zeigten eine signifikante Abnahme der Anzahl lebender
Zellen um 34 % und eine Zunahme der apoptotischen Zellen um 392 %.
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Abbildung 38: Annexin-V-FITC/PI-Test normale Melanozyten in MGM 24  h mit 6 µg×ml-1 BA behandelt,
Kon = Lösungsmittelkontrolle 0,05 % DMSO, n = 3, ** P < 0,01, *** P < 0,001, t-Test

Einen weiteren Versuch zur Charakterisierung der durch Betulinsäure vermittelten Apop-
tose zeigen die Abbildung 39 (Annexin-V/PI-Methode) und Abbildung 40 (TUNEL-
Methode). Die Zellen wurden 24 und 48 h mit 10 µg×ml-1 BA behandelt. Um den Einfluss
der Caspasen zu verdeutlichen wurde hier außerdem mit dem Caspaseninhibitor Z-VAD-
FMK in einer Konzentration von 10 µg×ml-1 2 h vorinkubiert. Diese zusätzliche Inkubati-
on der Zellen mit Z-VAD-FMK führte gegenüber den BA-behandelten Zellen nicht zu si-
gnifikanten Unterschieden im Annexin-V/PI-Test. Die normalen Melanozyten zeigten in
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diesem Testsystem nach 24 h eine deutliche Abnahme der Anzahl vitaler Zellen auf 34 %
und nach 48 h auf 20% der Gesamtzellanzahl (Abbildung 39). Nach 48 h kam es zu einem
signifikanten Anstieg der spätapoptotischen und nekrotischen Zellen versus Kontrolle und
versus 24 h. Demgegenüber war der Anteil apoptotischer Zellen nach 24 h am größten
(33 %).

K
on 24

h

zV
A

D
+B

A

48
h

K
on

t 

24
 h

zV
A

D
+B

A

48
 h

K
on

24
 h

zV
A

D
+B

A

48
 h0

25

50

75

100
lebende Zellen

apoptotische Zellen

spätapoptotische
und nekrotische
Zellen

***
*** ***

***

***

***

n. s.
n. s.n. s.

%
 d

er
 G

es
am

tz
el

la
nz

ah
l

Abbildung 39: Annexin-V/PI normale Melanozyten in MGM 24 und 48  h mit 10 µg×ml-1 BA behandelt,
Kon = Lösungsmittelkontrolle 0,05 % DMSO, zVAD+BA = Zellen 24 h mit Z-VAD-FMK 10  µg×ml-1 und
10 µg×ml-1BA behandelt, n = 3, *** P < 0,001, n. s. = nicht signifikant, 24 und 48 h im Vergleich zur Kon-
trolle: Dunnett-Test, Vergleich zweier Wertepaare (24 h ohne versus mit Z-VAD-FMK): t-Test

Von den eben beschriebenen Zellen wurde weiterhin die DNA-Fragmentierung mit Hilfe
der TUNEL-Methode untersucht. In der linken Darstellung der Abbildung 40 ist ein Histo-
gramm nach 48 h gezeigt, in dem deutlich die Verschiebung der Fluoreszenzintensitäten
BA-behandelter Zellen gegenüber der Lösungsmittelkontrolle erkennbar ist. Als Positiv-
kontrolle dienten mit DNase (1 mg×ml-1, 10 min) behandelte Zellen.
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Abbildung 40:  linke Darstellung: DNA-Fragmentierung, TUNEL-Methode durchflusszytometrische Mes-
sung, normale Melanozyten in MGM 48 h mit 10 µg×ml-1 BA-behandelt (blau), Kontrolle 0,05 % DMSO
(rot), Positivkontrolle: DNase 1 mg×ml-1, 10 min (schwarz), rechte Darstellung: DNA-Fragmentierung, TU-
NEL-positive normale Melanozyten in MGM, Kontrolle: 0,05  % DMSO,24 h und 48 h: Zellen 24 und 48 h
mit 10 µg×ml-1 BA-behandelt, zVAD+BA: Zellen 24 h mit Z-VAD-FMK 10 µg×ml-1 und 10 µg×ml-1 BA-
behandelt, n = 3, * P < 0,05, *** P < 0,001, 24 und 48 h im Vergleich zur Kontrolle: Dunnett-Test, Vergleich
zweier Wertepaare (24  h ohne versus mit Z-VAD-FMK): t-Test
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In den Experimenten war deutlich eine Zunahme der Strangbruch-positiven Zellen auf
15 % nach 24 h und auf 61 % nach 48 h zu beobachten. Eine zusätzliche Inkubation mit
dem Caspaseninhibitor mit Z-VAD-FMK führte zu einer Verringerung der DNA-
Fragmentierung nach 24 h (P < 0,05). Für die Untersuchungen des mitochondrialen Apop-
tosemarkers APO2.7 wurden die Zellen 15 h mit 4 und 8 µg×ml-1 BA behandelt. Die Mes-
sungen ergaben einen Anstieg der APO2.7-positiven Zellen um 150 % (4 µg×ml-1) und
eine weitere Erhöhung um 400 % (8 µg×ml-1).
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Abbildung 41: APO2.7-positive Zellen, normale Melanozyten in MGM, 24 h nach Zugabe von 4 und
8 µg×ml-1 BA, Kontrolle 0,05 % DMSO, n = 3, **P < 0,01, Dunnett-Test

4.3.3. Zusammenfassung

In den aufgezeigten Ergebnissen konnten sowohl in der Melanomzelllinie IGR1 als auch in
der Zellkultur der normalen humanen Melanozyten toxische Effekte der Betulinsäure
nachgewiesen werden. Die ED50-Werte der beiden Zellkulturen unterschieden sich nach
48 h Inkubation nicht (IGR1 = 3,5 µg×ml-1 BA, NHEM = 2,2 µg×ml-1 BA).
Die Untersuchungen zu apoptotischen und nekrotischen Prozessen zeigten aber Unter-
schiede im Verhalten beider Zellarten vor allem in der Zeitspanne und dem Ausmaß ne-
krotischer Ereignisse. So kam es bei den NHEM gegenüber den IGR1 zu einem
signifikanten Anstieg der LDH-Aktivität ab einer BA-Konzentration von 0,63 µg×ml-1, der
bei 10 und 20 µg×ml-1 BA fast das Ausmaß der Positivkontrolle erreichte. Die IGR1-
Zellen zeigten erst ab 10 µg×ml-1 eine nekrotische Antwort auf BA, die auch bei 20 µg×ml-
1 nur ein Drittel der Tween  20-Kontrolle erreichte.
Die morphologischen Veränderungen der Melanozyten sind in der Abbildung 42 darge-
stellt. Nach Gabe der Betulinsäure nahmen IGR1 und NHEM-Zellen ein kugelförmiges
Äußeres an. Es kam zum Abschnüren kleiner Partikel (P) aus den Dendriten (D). Im weite-
ren Verlauf des Prozesses lösten sich die Zellen vom Untergrund ab. Das typische "boi-
ling" der Zellen konnte nur an wenigen anhaftenden Zellen beobachtet werden und fand
vermutlich zum überwiegenden Teil im Zellüberstand statt, da hier fast ausschließlich
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spätapoptotische und nekrotische Zellen im Annexin-V/PI- und APO2.7-Test nachweisbar
waren. Die einzelnen Stadien sind in der Abbildung 43 aufgezeigt.

  

Abbildung 42: normale Melanozyten in MGM, linkes Foto: Kontrolle mit 0,05 % DMSO, rechtes Foto: be-
handelte Zellen 24  h nach Zugabe von 10 µg×ml-1 BA

  

Abbildung 43: Apoptosestadien der Melanozyten (M) am Beispiel der NHEM in MGM mit 10 µg BA 12 h
inkubiert, linkes Foto: Zellen nehmen ein kugelförmiges Aussehen an, mittleres Foto: einzelne Partikel (P)
werden aus den Dendriten (D) abgeschnürt, rechtes Foto: "blebbing" der Zellen einzelne Vesikel werden aus
dem gesamten Zelllu men abgegeben

Für die IGR1-Melanomzelllinie konnten gleiche morphologische Veränderungen festge-
stellt werden. So nehmen diese Zellen ebenfalls ein kugelförmiges Äußeres nach
12 stündiger Behandlung mit 10 µg×ml-1 BA an und lösen sich ab (Abbildung 44). Am
Boden des Kulturgefäßes bleiben nach 24 h nur einige Zellen und Zellfragmente zurück
(Abbildung 45).

  

Abbildung 44:  linkes Foto: morphologisches Bild IGR1-Zellen in DMEM mit 0,05 % DMSO (Kontrolle),
rechtes Foto: IGR1-Zellen 12 h nach Gabe von 10 µg×ml-1 BA
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Abbildung 45: IGR1-Zellen in MEM 24 h  nach Zugabe von 10 µg×ml-1 BA

Neben den nekrotischen Ereignissen wurde mit den Experimenten nachgewiesen, dass so-
wohl in der IGR1-Zelllinie als auch in NHEM durch BA Apoptose ausgelöst wird. Im An-
nexin-V/PI-Test zeigte sich, dass der Verlauf der Apoptose bei normalen Zellen
anscheinend langsamer verläuft. So waren nach 24 h und Zugabe von 6 µg×ml-1 BA bei
NHEM der größte Teil der geschädigten Zellen noch in der apoptotischen Phase, wohinge-
gen sich die der IGR1-Zellen zu diesem Zeitpunkt schon zum überwiegenden Teil in der
spätapoptotischen Phase befanden. Auch nach 48 h und Behandlung der Zellen mit
10 µg×ml-1 BA sind noch 25 % der NHEM in der apoptotischen Phase. Der Anteil der vi-
talen Zellen nahm aber sowohl bei den IGR1-Zellen als auch bei den NHEM auf ca. 20 %
der Gesamtzellanzahl ab. Mit dem Antikörper APO2.7 wurden weiterhin Apoptoseunter-
suchungen am Durchflusszytometer durchgeführt. Beide Zellen zeigten einen starken An-
stieg der APO2.7-positiven Zellen (IGR1: 15 h, 8 µg×ml-1 BA = 56 %, NHEK: 24 h,
8 µg×ml-1 BA = 59 %). Ein weiteres Ereignis der Apoptose ist die Fragmentierung der
DNA. Diese wurde durch Färbung der Kerne mit Höchst 33258 am Fluoreszenzmikroskop
(Abbildung 46, Abbildung 47) und mit der TUNEL-Methode am Durchflusszytometer un-
tersucht. Mit beiden Methoden konnte eine Fragmentierung der DNA nachgewiesen wer-
den.
Der Einfluss der Caspasen auf die Betulinsäure ausgelöste Apoptose wurde an NHEM un-
tersucht. Durch Hemmung von Caspasen mit dem Inhibitor Z-VAD-FMK konnte die
Fragmentierung der DNA unterdrückt werden. Gleichzeitig konnte aber im Annexin-V/PI-
Test eine Abnahme der lebenden und Zunahme apoptotischer Zellen durch BA nicht auf-
gehoben werden. So konnte zwar nachgewiesen werden, dass Downstream-Caspasen (z.B.
Caspase 3) eine Rolle spielen, deren Hemmung aber keine Erhöhung der Lebensfähigkeit
der Zellen erbrachte.



58

      

Abbildung 46: NHEM in MGM, Färbung der DNA mit Höchst 33258 am Fluoreszenzmikroskop, invertierte
Darstellung,   linkes Foto: Kontrolle DMSO 0,05 %, 48 h, rechtes Foto: NHEM Zellen 48  h nach Inkubation
mit 8 µg×ml-1 BA, ZK = Zellkern, apoptot., kondens. Chrom. = kondensiertes Chromatin

      

Abbildung 47: IGR1-Zellen in MEM, Färbung der DNA mit Höchst 33258 am Fluoreszenzmikroskop, in-
vertierte Darstellung,   linkes Foto: Kontrolle DMSO 0,05 %, 48 h,   rechtes Foto: IGR1-Zellen 48 h nach
Inkubation mit 8 µg×ml-1 BA, ZK = Zellkern, apoptot. ZK = apoptotischer Zellkern

Die Untersuchungen des in apoptotische Prozesse involvierten Proteins p53 erfolgte an
IGR1-Zellen. Es konnte hier keine Akkumulation des Proteins nachgewiesen werden.
Zusammenfassend ist über die Wirkung der BA auf Melanozyten zu sagen, dass sowohl in
der Melanomzelllinie als auch in normalen Melanozyten eine Apoptose ausgelöst wurde.
Die BA-Konzentrationen, durch die diese Prozesse ausgelöst werden konnten, unterschie-
den sich nicht, wohl aber die zeitliche ABfolge bis zur Ausprägung spätapoptotischer Pro-
zesse.
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4.4. Untersuchungen zur Spezifität der Betulinsäure - Vergleich von
Melanozyten und Keratinozyten

4.4.1. Wirkung der Betulinsäure auf die Keratinozytenzelllinie HaCaT

4.4.1.1. Untersuchungen zum Proliferationsverhalten
Die Untersuchungen zum Proliferationsverhalten der HaCaT-Keratinozyten nach einem
Inkubationszeitraum von 24, 48, 72 und 96 h wurden für die Betulinsäurekonzentrationen
von 0,08-20 µg×ml-1 durchgeführt. Hierzu konnte die Zellanzahlbestimmung in 96er MTP
genutzt werden. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 48 dargestellt. Als Lösungsmittel-
kontrolle diente 0,1 % DMSO. Nach 24-72 h kam es zu einer Abnahme der Zellanzahl ab
einer Konzentration von 0,31 µg×ml-1 bei einer ED50 = 7 (24 h), 6,2 (48 h), 5 µg×ml-1

(72 h). Nach 96 h waren Einflüsse auf die Zellanzahl ab einer Konzentration von
0,16 µg×ml-1 BA zu erkennen. Die Konzentration, bei der die Zellanzahl 50 % der Kon-
trolle betrug, lag nach 96 h bei 2 µg×ml-1.
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Abbildung 48: Zellanzahlbestimmung/Vitalitätstest, HaCaT-Keratinozyten in SFM 24, 48, 72 und 96 h nach
Inkubation mit 0,08-20 µg×ml-1 BA, Kon = Lösungsmittelkontrolle DMSO 0,1 %, n = 6, * P < 0,05,
** P < 0,01, Dunnett-Test

Zur Erfassung des Betulinsäureeinflusses (0,31-20 µg×ml-1) auf die DNA-Syntheseleistung
wurde der Einbau des Thymidinanalogons BrdU in die DNA nach 20 h Inkubation mit BA
bestimmt. Die Ergebnisse der Untersuchung finden sich in der folgenden Abbildung 49.
Die Zellen zeigten einen signifikanten Abfall der DNA-Syntheserate ab 0,31 µg×ml-1 BA.
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Abbildung 49: Bestimmung derDNA-Syntheserate (BrdU Einbau), HaCaT-Keratinozyten in SFM 20 h nach
Behandlung mit 0,31-20 µg×ml-1, Kon = Lösungsmittelkontrolle 0,1 % DMSO, n = 6, ** P < 0,01, Dunnett-
Test

Um den Einfluss der BA auf die Proliferation der HaCaT-Zellen zu charakterisieren wur-
den weiterhin Zellzyklusuntersuchungen durchgeführt. Eine Behandlung der Zellen mit
1,5, 3, 6 µg×ml-1 BA führte zu keiner Änderung im Zellzyklus nach 20 und 44 h. Eine In-
kubation der Zellen mit 10 µg×ml-1 BA induzierte nach 16, 20 und 24 h ebenfalls keine
Änderungen im Zellzyklus.

4.4.1.2. Apoptoseverhalten
Die LDH-Aktivität im Zellüberstand als ein Maß für nekrotische Prozesse wurde nach 7
und 24 h für die Betulinsäurekonzentrationen 0,31-20 µg×ml-1 bestimmt. Wie aus der gra-
fischen Darstellung (Abbildung 50) zu entnehmen, ist ein Anstieg der LDH-Aktivität ab
10 (7 h) bzw. 2,5 µg×ml-1 BA (24 h) nachweisbar. Die Positivkontrolle (Tween  20,
0,02 %) reagierte mit einer deutlichen Zunahme.
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Abbildung 50: Bestimmung der LDH-Aktivität im Zellüberstand, HaCaT-Keratinozyten in SFM 7 h nach
Behandlung mit 0,31-20 µg×ml-1 BA, pos. K = Positivkontrolle Tween  20 0,02 %, K = Lösungsmittelkon-
trolle 0,1 % DMSO, n = 6, ** P<0,01, Dunnett-Test



61

Die in den folgenden Abbildungen dargestellten Ergebnisse der Apoptoseuntersuchungen
für den Inkubationszeitraum von 15 h stammen von HaCaT-Zellen der jeweils gleichen
35 cm²-Kulturflaschen. Diese Experimente dienten dem Vergleich der Methoden APO2.7
(Abbildung 51), M30 (Abbildung 52), TUNEL (Abbildung 53) und Annexin-V/PI
(Abbildung 54) hinsichtlich der Betulinsäurewirkung (Galgon et al., 2000a, b).
Die Untersuchungen wurden nach 15 h Inkubation für die Konzentrationen 4, 8, 12 und
16 µg×ml-1 BA durchgeführt.
Die Messungen des mitochondrialen Apoptosemarkers am Durchflusszytometer ergaben
einen signifikanten Anstieg der apoptotischen Zellen ab einer Konzentration von 8 µg×ml-1

BA (P < 0,01). In der Abbildung 51 ist die APO2.7-positive Zellpopulation, erkennbar an
der höheren Fluoreszenzintensität, beispielhaft in einem Histogramm für die Konzentration
16 µg×ml-1 dargestellt, und die Population der apoptotischen Zellen für die einzelnen Kon-
zentrationen quantif iziert.
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Abbildung 51:  linke Darstellung: Histogramm Fluoreszenzintensität APO2.7, HaCaT-Keratinozyten in SFM,
15 h mit 16 µg×ml-1 BA-behandelt (blau), Kontrolle 0,05 % DMSO (rot), rechte Abbildung: APO2.7-positive
Zellen, HaCaT-Keratinozyten 15 h nach Zugabe von 4, 8, 12 und 16  µg×ml-1 BA, Kontrolle 0,05 % DMSO,
** P < 0,01, n = 2, Dunnett-Test

Der Einfluss der Caspasen wurde am Substrat CK 18 untersucht. Dieses in der Zelle vor-
kommende Zytokeratin wird durch Caspasen geschnitten. Am Durchflusszytometer wird
diese spezifische Schnittstelle mit dem Antikörper M30 detektiert. Nach 15 h wurde für die
Konzentrationen von 4, 8, 12 und 16 µg×ml-1 BA ein Anstieg der M30-positiven Zellen
ermittelt. Diese Ergebnisse sind in der Abbildung 52 aufgezeigt. Aus dem Histogramm
(linke Abbildung) ist ein deutlicher Anstieg der M30-positiven Zellen für die Betulinsäu-
rekonzentration 16 µg×ml-1 nach 15 h und zusätzlich für einen Inkubationszeitraum von
24 h dargestellt.
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Abbildung 52:  linke Darstellung: Histogramm M30, HaCaT-Keratinozyten in SFM 15 h mit 16 µg×ml-1 BA-
behandelt (blau), Kontrolle 0,05 % DMSO (rot), 24 h, 16 µg×ml-1 BA-behandelt (schwarz), rechte Darstel-
lung: M30-positive HaCaT-Keratinozyten 15 h nach Zugabe von 4, 8, 12 und 16  µg×ml-1 BA, Kontrolle
0,05 % DMSO, n = 2, * P < 0,05, ** P < 0,01, Dunnett-Test

Die Bestimmung der DNA-Fragmentierung wurde ebenfalls 15 h nach einer Inkubation
mit 4, 8, 12 und 16 µg×ml-1 BA durchgeführt. Nur bei 16 µg×ml-1 kam es zu einer Erhö-
hung der TUNEL-positiven Zellen, deren Anteil dabei um 700 % stieg.
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Abbildung 53: DNA-Fragmentierung, TUNEL-Methode, HaCaT-Keratinozyten in SFM 15  h nach Zugabe
von 4, 8, 12, 16 µg×ml-1 BA, Kontrolle 0,05 % DMSO, n = 3, * P < 0,05, Dunnett-Test

Nach 15 h und mit den bereits erwähnten Betulinsäurekonzentrationen wurde außerdem
der Annexin-V/PI-Test durchgeführt. Wie aus der Abbildung 54 zu entnehmen, kam es ab
einer Konzentration von 4 µg×ml-1 zu einer Abnahme der vitalen und einer deutlichen Zu-
nahme der spätapoptotisch/nekrotisch geschädigten Zellen. Nach einer Inkubation mit
16 µg×ml-1 BA nahmen die lebenden Zellen um 82 % ab und die spätapopto-
tisch/nekrotischen Zellen um 292 % zu.
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Abbildung 54: Annexin-V/PI-Test HaCaT-Keratinozyten in SFM, 15  h mit 4, 8, 12 und 16 µg×ml-1 BA, Kon
= Lösungsmittelkontrolle 0,05 % DMSO, n = 2, * P < 0,05, ** P < 0,01, Dunnett-Test

Die nach einem Zeitraum von 15 h gemessenen Parameter APO2.7-Anstieg, Caspaseakti-
vität, DNA-Strangbrüche und Phosphatidylserinumlagerung/Membranintegrität zeigten
alle eine Änderung in den mit BA-behandelten Zellen. Die hohe Zunahme der apoptoti-
schen Zellen nach einer Inkubation mit 16 µg×ml-1 und dem gegenüber der geringere wenn
auch signifikante Anstieg bei den BA-Konzentrationen von 8 und 12 µg×ml-1, konnte in
allen Tests deutlich nachgewiesen werden. Ausgenommen hiervon ist lediglich der Nach-
weis der Caspaseschnittstellen. Dieser Test führte zu diesem Zeitpunkt zu einem signifi-
kanten Anstieg der M30-positiven Zellen. Der starke Anstieg der apoptotischen Zellen bei
einer Konzentration von 16 µg×ml-1 BA wurde aber nicht beobachtet. Beim Annexin-V/PI-
Test konnte nicht eindeutig zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellen unterschieden
werden. Ein Einfluss der BA konnte aber hier schon ab 4 µg×ml-1 nachgewiesen werden.

Weiterhin wurde das Apoptoseverhalten der HaCaT-Zellen mit dem Annexin-V/PI-Test
für die Inkubationszeiträume 24, 48 und 72 h untersucht. Nach Zugabe von 4, 8 und
12 µg×ml-1 BA nach 24 h zeigten alle Konzentrationen einen offensichtlichen Einfluss auf
die Zellen. Aus der Abbildung 55 ist zu entnehmen, dass eine Abnahme der lebenden Zel-
len, wie schon nach 15 h, ab 4 µg×ml-1 BA auftrat. Die Reaktion auf die Zugabe von
12 µg×ml-1 fällt aber gegenüber dem 15-stündigem Zeitintervall deutlich höher aus. Der
Anteil spätapoptotischer und nekrotischer Zellen stieg um 570 % versus Kontrolle.
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Abbildung 55: Annexin-V/PI-Test, HaCaT-Keratinozyten in SFM, 24 h mit 4, 8 und 12 µg×ml-1 BA, Kon =
Lösungsmittelkontrolle 0,05 % DMSO, n = 3, * P < 0,05, ** P < 0,01, Dunnett-Test

Nach 48-stündiger Inkubation der HaCaT-Keratinozyten mit 2, 4, 8 und 12 µg×ml-1 BA
wurde die Phosphatidylserinumlagerung und die APO2.7-Bindung bestimmt. In beiden
Testsysthemen konnte ein Abfall der lebenden Zellen ab 8 µg×ml-1 BA beobachtet werden
(P<0,01). Im APO2.7-Test konnten dagegen apoptotische Zellen ab 2 µg×ml-1 nachgewie-
sen werden (P<0,05) (Daten nicht gezeigt).
Die Daten einer 72-stündigen Inkubation mit 2, 4, 8 und 12 µg×ml-1 BA sind in der
Abbildung 56 für die Untersuchung der Phosphatidylserinumlagerung und in der
Abbildung 57 für den Nachweis des mitochondrialen Apoptoseproteins durch den Antikör-
per APO2.7 dargestellt. Mit dem Annexin-V/PI-Test zeigte sich eine Abnahme der leben-
den Zellen ab 4 µg×ml-1. Eine signifikante Zunahme der APO2.7-positiven Zellen konnte
in diesem Test schon ab 2 µg×ml-1 BA gefunden werden. Ein weiterer Anstieg der apopto-
tischen Zellen gegenüber 15 und 24 h konnte bei allen Konzentrationen nachgewiesen
werden.
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Abbildung 56: Annexin-V/PI-Test, HaCaT-Keratinozyten in SFM 72 h mit 2, 4, 8 und 12 µg×ml-1 BA, Kon =
Lösungsmittelkontrolle 0,05 % DMSO, n = 3, * P < 0,05, ** P < 0,01, Dunnett-Test
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Abbildung 57: APO2.7-positive Zellen, HaCaT-Keratinozyten in SFM 72 h nach Zugabe von 2, 4, 8 und
12 µg×ml-1 BA, Kontrolle = 0,05 % DMSO, n = 3, * P < 0,05, ** P < 0,01, Dunnett-Test

Die Untersuchungen des in apoptotischen Prozessen involvierten Proteins p53 erfolgten am
Durchflusszytometer. In der Abbildung 58 ist beispielhaft eine Messung des p53-Gehaltes
als Dot Plot dargestellt. Zur Erfassung der p53-Menge der einzelnen Zellen wurde die
mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) der in der y-Achse dargestellten Fluoreszenzintensität
des FITC markierten p53-Antikörpers bestimmt. In der x-Achse ist die Fluoreszenzinten-
sität der PI markierten DNA dargestellt. Nach 20 h kam es zu einer deutlichen Verringe-
rung der MFI bei einer Konzentration von 10 µg×ml-1 BA.

                   

y-MFI:       97,1 ±  6,5     72,1 ±  1,8

Abbildung 58: p53-Bestimmung am Durchflusszytometer, HaCaT-Keratinozyten in SFM, linke Darstellung:
Kontrolle 0,05 % DMSO, y-MFI [mittlere Fluoreszenzintensität (y)]: 97,1 ± 6,5, n = 3, rechte Darstellung:
behandelte Zellen 20 h nach Zugabe von 10 µg×ml-1 BA , y-MFI: 72,1 ± 1,8; n = 3, t-Test

Nach 20 h Inkubation mit den Betulinsäurekonzentrationen 1,5, 3 und 6 µg×ml-1 kam es,
wie aus der Abbildung 59 zu entnehmen, zu keiner Änderung des p53-Gehaltes in den
Zellen der verschiedenen Zellzyklusphasen.
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Abbildung 59: durchflusszytometrische Bestimmung von p53, HaCaT-Keratinozyten in SFM 20 h mit 1,5, 3
und 6 µg×ml-1 BA behandelt, Kon = Lösungsmittelkontrolle 0,05 % DMSO, n = 2, Dunnett-Test

Nach 40 h wurde ein Rückgang des p53-Gehaltes bei der Konzentration 1,5 µg×ml-1 deut-
lich. Der Effekt lag bei 12 %.
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Abbildung 60: durchflusszytometrische Bestimmung von p53, HaCaT-Keratinozyten in SFM 40 h mit 1,5, 3
und 6 µg×ml-1 BA behandelt, Kon = Lösungsmittelkontrolle 0,05 % DMSO, * P < 0,05, n = 2, Dunnett-Test

Eine Untersuchung des BA-Einflusses auf p53 mit Westernblot-Methoden zeigte deutlich
eine Überexprimierung des p53-Proteins in HaCaT-Keratinozyten gegenüber den normalen
Keratinozyten. In der Abbildung 61 ist ein Westernblot dargestellt, in dem die mit p53-
Antikörpern markierten HaCaT-Banden denen der NHEK gegenübergestellt sind. Die
Auftragemenge bei HaCaT-Keratinozyten lag bei 50 µg und bei normalen Keratinozyten
bei 100 µg Protein. Bei den HaCaT-Zellen kam es zum zusätzlichen Auftreten vieler un-
spezifischer Banden.
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Abbildung 61: Westernblot p53, linke Banden: HaCaT-Keratinozyten in SFM, fünfter Kulturtag, Inkubation
mit 0,01% DMSO für 24 h, Proteinmenge 50 µg; rechte Banden: normale Keratinozyten, fünfter Kulturtag,
nach Inkubation mit 0,01% DMSO für 24 h Proteinmenge 100 µg

4.4.1.3. Untersuchung des Differenzierungsverhaltens
Eine Form der Apoptose in Keratinozyten ist die terminale Differenzierung. Zur Ermitt-
lung, ob BA einen geregelter Zelltod in Richtung Keratinozytendifferenzierung in HaCaT-
Zellen induzieren kann, wurden die Differenzierungsmarker Involucrin (24 h) und Filag-
grin (48 h) am Durchflusszytometer bestimmt. Für die Messungen wurden 3 Tage alte
Kulturen mit einer 40-50 %igen Konfluenz genutzt. 24 h nach Zugabe von 4 und 8 µg×ml-1

BA bzw. 2,5 mM Ca2+ als Positivkontrolle konnte kein Anstieg der Involucrinmenge
(Tabelle 5) beobachtet werden. 48 h nach diesem Inkubationsschema wurde eine Filag-
grinbestimmung durchgeführt. Nach Zugabe von 8 µg×ml-1 BA kam es zwar zu einer si-
gnifikanten (P<0,05), aber unwesentlichen Erhöhung der mittleren Fluoreszenzintensität
(Tabelle 6).

Tabelle 5: Mittlere Fluoreszenzintensitäten der Involucrinbestimmung an HaCaT-Keratinozyten in SFM nach
24 h Inkubation mit 2,5  mM Ca2+, 4, 8 µg×ml-1 BA, Kontrolle 0,05 % DMSO (x ± SD, n = 3)

Kontrolle
(DMSO 0,05 %)
(rot)

8,07 ± 0,51

Ca2+ 2,5 mM
(schwarz) 9,65 ± 1,89

4 µg×ml-1 BA
(blau) 10,45 ± 1,57

8 µg×ml-1 BA 10,01 ± 1,96
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Tabelle 6: Mittlere Fluoreszenzintensitäten der Filaggrinbestimmung an HaCaT-Keratinozyten in SFM nach
48 h Inkubation mit 2,5  mM Ca2+, 4, 8 µg×ml-1 BA, Kontrolle 0,05 % DMSO (x ± SD, n = 3,
* P < 0,05Dunnett-Test)

Kontrolle
DMSO 0,05 %
(rot)

5,0 ± 0,11

Ca2+ 2,5 mM
(schwarz) 4,65 ± 0,70

4 µg×ml-1 BA
(blau) 6,13 ± 1,06

8 µg×ml-1 BA        6,67 ± 0,02     *

4.4.2. Untersuchungen zur Betulinsäure induzierten Apoptose und Differenzierung
an normalen humanen epidermalen Keratinozyten (NHEK)

4.4.2.1. Untersuchungen zum Proliferationsverhalten
Nach 20, 40 und 64 h wurden die Untersuchungen zum Proliferationsverhalten nativer hu-
maner Keratinozyten nach Einwirkung von 0,31-20 µg×ml-1 BA durchgeführt. Hierzu
wurde die Zellanzahl in 96er MTP bei 80 % Konfluenz der Zellen bestimmt. Die Ergebnis-
se der Untersuchungen sind in Abbildung 62 dargestellt. Als Lösungsmittelkontrolle diente
0,1 % DMSO in PBS. Nach 20 h kam es nur bei einer Konzentration von 20 µg×ml-1 BA
zu einer Abnahme der Zellanzahl. Eine Verringerung der Anzahl vitaler Zellen war nach
40 h ab 0,63 µg×ml-1 bei einer ED50 = 15 µg×ml-1 und nach 64 h ab 0,31 µg×ml-1 bei einer
ED50 = 8,5 µg×ml-1 erkennbar.
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Abbildung 62: Zellanzahlbestimmung/Vitalitätstest, normale Keratinozyten in SFM, 20, 40 und 64  h nach
Betulinsäurezugabe von 0,31-20 µg×ml-1, Kon = Lösungsmittelkontrolle DMSO 0,1 %, n = 6, * P < 0,05,
** P<0,01, Dunnett-Test
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Zur Erfassung des BA-Einflusses auf das Proliferationsverhalten der NHEK wurde 20 h
nach Zugabe von 0,31-20 µg×ml-1 BA die BrdU-Einbaurate bestimmt (Abbildung 63). Die
NHEK zeigten einen deutlichen Abfall der Zellen, welche die S-Phase des Zellzyklus
durchlaufen, ab 0,31 µg×ml-1 BA. Bei 1,25 µg×ml-1 BA betrug die Proliferationsrate die
Hälfte der Kontrolle (0,1 % DMSO). Dieser starke Einfluss war zu diesem Zeitpunkt im
Vitalitätstest noch nicht detektierbar und machte sich dort erst nach 40 h bemerkbar.
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Abbildung 63: Bestimmung der DNA-Syntheserate (BrdU Einbau), normale Keratinozyten in SFM 20 h nach
Behandlung mit 0,31-20 µg×ml-1 BA, Kon = Lösungsmittelkontrolle 0,1 % DMSO, n = 6, ** P < 0,01, Dun-
nett-Test

4.4.2.2. Zellzyklusuntersuchungen
Zur Charakterisierung des Zellwachstums und des Apoptoseverhaltens nach Behandlung
der Zellen mit verschiedenen BA-Konzentrationen wurden Zellzyklusuntersuchungen am
Durchflusszytometer durchgeführt. Normale Keratinozyten wurden mit Konzentrationen
von 2, 4, 8 und 12 µg×ml-1 BA behandelt und nach 8, 16, 21, 48 und 72 h Veränderungen
im Zellzyklus erfasst. Die Zugabe erfolgte am 5. Tag nach der Aussaat in einer Wachs-
tumsphase mit vielen Zellen in der S-Phase (25-30 %). Nach 8 h konnten keine Verände-
rungen im Zellzyklus beobachtet werden. Nach 16 und 21 h waren deutliche
Veränderungen nachweisbar. Es kam, wie in der Abbildung 64 dargestellt, nach 16 h bei
allen BA-Konzentrationen zu einer Abnahme der in derG0/G1-Phase befindlichen Zellen
um 70 % (12 µg×ml-1 BA). Dabei wurde gleichzeitig eine Erhöhung des prozentualen An-
teils der Zellen in der G2/M-Phase um 260 % (12 µg×ml-1 BA) beobachtet. In der S-Phase
wurden keine signifikanten Veränderungen festgestellt.
Die Betrachtung der Zellzyklusphasen nach 21 h (Abbildung 65) zeigte ebenfalls eine
deutliche Abnahme der Zellanzahl in der G0/G1-Phase und eine Zunahme in der
G2/M-Phase. Die Änderungen in der G0/G1-Phase betrugen zu diesem Zeitpunkt etwa 70 %
und in der G2/M-Phase 200 %. Es kam zu keinen Veränderungen in der S-Phase.
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Abbildung 64: Zellzyklusuntersuchung nach 16 h, NHEK in SFM, Histogramm: Fläche der Propidiumiodid-
fluoreszenz/Zellanzahl, Kontrolle 0,05 % DMSO (rot), 12 µg×ml-1 BA (blau), Diagramme: Verteilung der
Zellzyklusphasen 16 h nach Zugabe von 2, 4, 8 und 12 µg×ml-1 BA, Kontrolle 0,05 % DMSO, n = 3,
* P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001, Dunnett-Test
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Abbildung 65: Zellzyklusuntersuchung nach 21 h, NHEK in SFM, Histogramm: Fläche der Propidiumiodid-
fluoreszenz/Zellanzahl, Kontrolle 0,05 % DMSO (rot), 12 µg×ml-1 BA (blau), Diagramme: Verteilung der
Zellzyklusphasen 21 h nach Zugabe von 2, 4, 8 und 12 µg×ml-1 BA, Kontrolle 0,05 % DMSO, n = 3,
* P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001, Dunnett-Test
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Abbildung 66: Zellzyklusuntersuchung nach 24 h NHEK in SFM, Histogramm: Fläche der Propidiumiodid-
fluoreszenz/Zellanzahl, Kontrolle 0,05 % DMSO (rot), 12 µg×ml-1 BA (blau), Diagramme: Verteilung der
Zellzyklusphasen 21 h nach Zugabe von 2, 4, 8 und 12 µg×ml-1 BA, Kontrolle 0,05 % DMSO, n = 3,
* P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001, Dunnett-Test

Erfolgte die Zugabe der Betulinsäure in einem Stadium, in dem sich wenige Zellen in der
S-Phase befanden (5-7 %), so gab es nach einer Inkubation mit BA neben einer Abnahme
der Zellanzahl in der G0/G1-Phase (um 20 %) und Zunahme in der G2/M-Phase (um 56 %)
einen deutlichen Anstieg in der S-Phase (um 150 %) (Abbildung 66). Für dieses Experi-
ment wurden die Zellen 10 Tage bis zur Konfluenz kultiviert und der Zellzyklus nach 24 h
für 4, 8 und 12 µg×ml-1 Betulinsäure untersucht.
Untersuchungen des Zellzyklus nach 48 und 72 h zeigten, dass es nicht zu einem vollstän-
digen Block der Zellen in einer der Phasen kommt. Die NHEK reagierten nur mit einer
Abnahme der Zellen der G0/G1-Phase und einem Anstieg in der S-Phase. Die G2/M-Phase
änderte sich nicht mehr.

4.4.2.3. Apoptoseverhalten
Die Aktivität der Lactatdehydrogenase (LDH) im Zellüberstand als ein Maß für nekroti-
sche Prozesse wurde nach 7 und 24 h Inkubation mit 0,16-20 µg×ml-1 BA bestimmt. Die
Aktivitäten der LDH schwankten nach 7 h leicht um den als 100 % gesetzten Wert der Lö-
sungsmittelkontrolle. Es kam nur zu einem leichten Anstieg der LDH-Aktivität bei
20 µg×ml-1 BA. Das als Positivkontrolle für nekrotische Prozesse mitgeführte Tween  20
(0,02 %) führte demgegenüber zu einer deutlichen Erhöhung auf 400 % der Lösungsmit-
telkontrolle (0,1 % DMSO). Nach 24 h kam es zu einem signifikanten Anstieg (P<0,01)
der LDH-Aktivität im Zellüberstand ab einer BA-Konzentration von 5 µg×ml-1.
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Abbildung 67: Bestimmung der LDH-Aktivität im Zellüberstand, NHEK in SFM, 7 und 24 h nach Betulin-
säurezugabe von 0,16-20 µg×ml-1, K = Kontrolle DMSO 0,05 %, pos. K = Positivekontrolle Tween  20
0,02%, n = 6, * P<0,05, **P<0,01, Dunnett-Test

Zur Untersuchung apoptotischer Prozesse wurde die Phosphatidylserinumlagerung mittels
Annexin-V-FITC am Durchflusszytometer nach 24 und 72 h bestimmt. Die Zellen wurden
24 h mit 4, 12 und 16 µg×ml-1 Betulinsäure behandelt und zeigten einen Rückgang des
Anteils vitaler Zellen bei einer Konzentration von 16 µg×ml-1. Zu einem Anstieg der ne-
krotischen und spätapoptotischen Zellen kam es ab einer Konzentration von 4 µg×ml-1 BA
(Abbildung 68). Diese Effekte liegen in einem minimalen Bereich von 5 % gegenüber der
Lösungsmittelkontrolle.
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Abbildung 68: Annexin-V/PI-Test, normale Keratinozyten 24 h mit 4, 12 und 16 µg×ml-1 BA behandelt, Kon
= Lösungsmittelkontrolle 0,05 % DMSO, n = 3, * P<0,05, Dunnett-Test

Eine Betrachtung dieser Fragestellung nach 72 h (Abbildung 69) zeigte ebenfalls einen ge-
ringen Einfluss der BA (2,5, 5, 10 µg×ml-1) auf die Verschiebung der Zellanzahl innerhalb
der einzelnen Zellpopulationen. Der Anteil der vitalen Zellen nahm ab 2,5 µg×ml-1 BA um
15 % ab und der Anteil der nekrotischen und spätapoptotischen Zellen um ca. 5 % zu. Eine
Erhöhung der Ca2+-Konzentration auf 1,2 mM führte zu keiner Änderung des Apoptose-
verhaltens und zu keiner Erhöhung der Toxizität der Betulinsäure.
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Abbildung 69: Annexin-V/PI-Test, normale Keratinozyten in SFM 72 h mit 2,5, 5, 10 µg×ml-1 BA behandelt,
Kon = Lösungsmittelkontrolle 0,05 % DMSO, Ca2+ = 1,2 mM, n = 3, * P<0,05, **P<0,01, Dunnett-Test, t-
Test

Die Untersuchung des mitochondrialen Apoptosemarkers APO2.7 am Durchflusszytometer
ergab 15 h nach Zugabe von 4, 12 und 16 µg×ml-1 BA einen signifikanten Anstieg der
APO2.7-positiven Zellen ab einer Konzentration von 4 µg×ml-1. Zur Auswertung wurde
ein Bereich APO2.7-positiver Zellen im Histogramm markiert und der Anstieg in diesem
Gebiet in Prozent der Gesamtzellanzahl in der Abbildung 70 dargestellt.
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Abbildung 70: APO2.7-positive Zellen, normale Keratinozyten in SFM kultiviert 15 h nach Zugabe von 4, 12
und 16 µg×ml-1 BA, Kontrolle 0,05 % DMSO, n = 3, * P<0,05, **P<0,01, Dunnett-Test

Die Bestimmung der für die Apoptose typischen DNA-Fragmentierung wurde mit Hilfe
der TUNEL-Methode für die BA-Konzentration 10 µg×ml-1 nach 24 und 48 h am Durch-
flusszytometer durchgeführt. In der Abbildung 71 ist ein Histogramm dargestellt. Deutlich
ist hier nach 48 h eine TUNEL-positive Population der BA-behandelten Zellen (blau) zu
erkennen. Als Positivkontrolle (schwarz) diente eine mit 1 mg/ml DNase behandelte Lö-
sungsmittelkontrolle (0,05 % DMSO) (rot). Der Anteil der TUNEL-positiven Zellen an der
Gesamtzellanzahl ist in Abbildung 71 (rechte Darstellung) veranschaulicht und betrug nach
24 h 40 % und nach 48 h 51 %.
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Abbildung 71:  linke Darstellung: Histogramm DNA-Fragmentierung, TUNEL-Methode, normale Keratino-
zyten in SFM 48 h mit 10 µg×ml-1 BA behandelt (blau), Kontrolle 0,05  % DMSO (rot), Positivkontrolle
(schwarz): DNase 10 min 1  mg×ml-1, rechte Darstellung: TUNEL-positive Zellen normale Keratinozyten 24
und 48 h mit 10 µg×ml-1 BA behandelt, Kontrolle 0,05 % DMSO, n = 3, ** P<0,01, Dunnett-Test

Die Untersuchungen zur Regulierung der Apoptose durch das Protein p53 erfolgten an
NHEK mit Hilfe der Durchflusszytometrie und der Westernblotmethode. Zur Analyse am
Durchflusszytometer erwiesen sich NHEK als ungeeignet, da das wenig exprimierte Pro-
tein nur schwer nachweisbar war, d.h. die Unterschiede zur Isotypkontrolle waren gering.
Nach 20 h und 10 µg×ml-1 BA konnte kein Anstieg des p53-Gehaltes in den Zellen be-
stimmt werden (Daten nicht gezeigt). Der Nachweis des Proteins p53 mit der Western-
blotmethode erfolgt nach 4, 7 und 14 h für eine Konzentration von 8 µg×ml-1 BA
(Abbildung 72), weiterhin für die BA-Konzentrationen 1, 2, 4, 8 und12 µg×ml-1 BA nach
9,5 (Abbildung 73) und 56 h (Abbildung 74). Es wurden 100 µg Protein aufgetragen.
Durch eine Färbung der Membran mit 2 % Ponceau-Rot wurde die Auftragung gleicher
Proteinmengen überprüft. In keiner der Bestimmungen konnte eine Akkumulation des p53-
Proteins detektiert werden.

17 h 7 h 4 h Kontrolle

Abbildung 72: p53-Bestimmung NHEK in SFM, Westernblot, 4, 7 und 17 h nach 8  µg×ml-1 BA-Zugabe,
Proteinmenge 100 µg, Kon = Lösungsmittelkontrolle 0,05 % DMSO

12 8 4 2 1 Kon

Abbildung 73: p53-Bestimmung NHEK in SFM, Westernblot nach 9,5 h für 1, 2, 4, 8 und 12 µg×ml-1 BA,
Proteinmenge 100  µg, Kon = Lösungsmittelkontrolle 0,05 % DMSO
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Abbildung 74: p53-Bestimmung NHEK in SFM, Westernblot nach 56 h für 1, 2, 4, 8 und 12 µg×ml-1 BA,
Protein menge 100 µg×ml-1, Lösungsmittelkontrolle 0,05 % DMSO

4.4.2.4. Untersuchungen zum Differenzierungsverhalten
Zur Untersuchungen der Differenzierung normaler humaner Keratinozyten wurde als frü-
her Differenzierungsmarker Involucrin und als später Marker der Filaggringehalt der Zel-
len ermittelt. Für den Nachweis des Involucrins mit der Westernblot-Methode wurden 3-4
Tage alte, 40-50 % konfluente Kulturen verwendet. Der Westernblot (Abbildung 75) zeigte
deutlich eine Zunahme der Schwärzung des Röntgenfilms ab einem Zeitpunkt von 12 h.
Die Zellen wurden hierfür mit 10 µg×ml-1 BA für 1, 3, 6, 12, 24, 48 und 72 h behandelt.
Nach einer Proteinbestimmung wurde 4 µg Protein aufgetragen. Durch eine Färbung der
Membran mit 2 % Ponceau-Rot wurde die Auftragung gleicher Proteinmengen überprüft.

Kontrolle Ca2+ 1 3 6 12 24 48 72 h

Abbildung 75: Involucrin-Bestimmung, Westernblot: normale Keratinozyten in SFM bei 40-50  % Konfluenz,
mit 10 µg×ml-1 BA, 1, 3, 6, 12, 24, 48 und 72 h behandelt. Kontrolle 0,05 % DMSO, Positivkontrolle:
Ca²+ 2,5 mM 24 h, Zellen wurden zum gleichen Zeitpunkt mit Lysispuffer abgelöst. aufgetragene Protein -
menge 4 µg
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Abbildung 76: Involucrin-Bestimmung am Durchflusszytometer, normale Keratinozyten in SFM bei 70%
Konfluenz 18 h mit 2 und 4 µg×ml-1 behandelt, Kontrolle 0,05 % DMSO, n = 3, ** P < 0,01, Dunnett-Test
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Die Bestimmung der Involucrin-Expression erfolgte weiterhin am Durchflusszytometer
nach 18, 24 und 48 h mit 70 % konfluenten Zellen. Zur Auswertung wurde der Median der
Fluoreszenzintensität herangezogen. 18 h nach Behandlung der NHEK mit 2 µg×ml-1 BA
wurde der Median der Fluoreszenzintensität um 35 % erhöht. Eine Zugabe der doppelten
Menge Betulinsäure führte zu einem Anstieg des Medians der Fluoreszenzintensität um
48 % (Abbildung 76). Für die Konzentrationen 4, 8 und 12 µg×ml-1 Betulinsäure nach 24 h
war eine deutliche Erhöhung der Fluoreszenzintensitäten der behandelten Zellen gegenüber
der Lösungsmittelkontrolle erkennbar. In der Abbildung 77 (linke Darstellung) ist ein Hi-
stogramm der Involucrin-Messung dargestellt. Die mit BA-behandelten Zellen (8 µg×ml-1)
(blau) zeigten eine deutliche Verschiebung der Population gegenüber der Lösungsmittel-
kontrolle (0,05 % DMSO) (rot) in Bereiche höherer Fluoreszenzintensitäten.
Zur Quantifizierung dieses Ereignisses wurde eine Dreifachbestimmung mit den genannten
Konzentrationen nach 24 h durchgeführt. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 77 (rechte
Darstellung) aufgezeigt. Ab 4 µg×ml-1 kam es zu einer Verschiebung des Medians der
Fluoreszenzintensität um 150 %. Nach 48 h Behandlung mit 4, 8, 12 µg×ml-1 Betulinsäure
betrug die Verschiebung 200 % gegenüber der Lösungsmittelkontrolle. Auf Grund der zu-
nehmenden Konfluenz ist auch zu diesem Zeitpunkt in der Kontrolle eine deutlich Erhö-
hung der Involucrin-positiven Zellen zu beobachten.
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Abbildung 77:  linke Darstellung: Histogramm Involucrin-Bestimmung nach 24  h, Kontrolle (rot) DMSO
0,05 %, blau 8 µg×ml-1 BA,  rechte Darstellung: Involucrin-positive normale Keratinozyten bei 70  % Kon-
fluenz 24 h mit 4, 8 und 12 µg×ml-1 behandelt, Kontrolle 0,05 % DMSO, n = 3, ***P < 0,001, Dunnett-Test

Als später Differenzierungsmarker wurde Filaggrin, Hauptbestandteil der Keratohyalingra-
nula, am Durchflusszytometer bestimmt. Als Positivkontrolle für die Induktion der Diffe-
renzierung wurde eine Erhöhung der Calziumkonzentration des Kulturmediums von 0,09
auf 2,5 mM Ca2+ gewählt und mit einer Betulinsäurekonzentration von 8 µg×ml-1 vergli-
chen. Die Abbildung 78 stellt ein Histogramm der Filaggrinbestimmung nach 44 h dar.
Sowohl die mit Betulinsäure behandelten Zellen, als auch die unter erhöhtem Ca2+ kult i-
vierten Keratinozyten zeigten eine deutliche Verschiebung der Fluoreszenzintensitäten, die
etwa im gleichen Fluoreszenzbereich lag. Eine Verifizierung des Versuches mit n = 3
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(Abbildung 78) erbrachte eine signifikante Erhöhung der Filaggrin positiven Zellen von
21 % der Gesamtzellanzahl auf 78 % bei Zugabe von Betulinsäure und auf 72 % bei einer
Behandlung mit 2,5 mM Ca2+. Eine gemeinsame Inkubation der Zellen mit Ca2+ und BA
erbrachte keine weitere Zunahme Filaggrin positiver Zellen.
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Abbildung 78:  linke Darstellung: Histogramm Filaggrin-Bestimmung nach 44 h, native Keratinozyten in
SFM, Kontrolle (rot): 0,05 % DMSO, Positivkontrolle (schwarz): 2,5  mM Ca2+, BA 8 µg×ml-1 (blau)
rechte Darstellung: Filaggrin Bestimmung, normale Keratinozyten, Kontrolle 0,05 % DMSO, Kon+Ca = Po-
sitivkontrolle 0,05 % DMSO + 2,5  mM Ca2+; BA: 8 µg×ml-1, BA + Ca 2,5 mM Ca2+ + 8 µg×ml-1 BA, n = 3,
* P < 0,05, *** P < 0,001, t-Test

Zur Betrachtung der Filaggrin-Exprimierung zu einem früheren Zeitpunkt wurden die Zel-
len mit 4, 8 und 12 µg×ml-1 BA für 24 h behandelt. Die Erhöhung des Medians der Fluo-
reszenzintensitäten betrug 75 % nach Behandlung mit 8 µg×ml-1 BA (Abbildung 79).
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Abbildung 79: Filaggrin-Bestimmung, normale Keratinozyten in SFM 24 h nach Zugabe von 4, 8 und
12 µg×ml-1 BA, Kontrolle 0,05 % DMSO, n = 3, * P < 0,05, ** P < 0,01, Dunnett-Test
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4.4.3. Zusammenfassung

Toxische Effekte und Auslösung der Apoptose durch BA konnten auch an Keratinozyten
nachgewiesen werden. Als Modell für den proliferierenden Keratinozyten diente die per-
manente Zelllinie HaCaT. Durch Untersuchungen ihres Proliferations- und Apoptosever-
haltens konnte bewiesen werden, dass BA in dieser Zelllinie toxische Effekte auslöst.
Als weiteres Modell für Keratinozyten mit unverändertem Apoptose- und Differenzie-
rungsverhalten dienten normale humane epidermale Keratinozyten (NHEK). An diesen
Zellen wurden ebenfalls toxische Effekte und eine Auslösung der Apoptose durch BA be-
obachtet. Außerdem konnte eine Induktion der Differenzierung durch BA nachgewiesen
werden.
Dabei waren im Verhalten der HaCaT-Zellen und der normalen humanen Keratinozyten
auf BA-Einwirkungen Unterschiede im Proliferationsverhalten nachweisbar. Diese Unter-
schiede waren vor allen Dingen in den Untersuchungen des Zellzyklus detektierbar und
weniger in der Zellanzahlbestimmung in 96er MTP (HaCaT: 72 h ED50 = 5 µg×ml-1;
NHEK: 60 h ED50 = 8,5). Bei den normalen Keratinozyten war eine starke Abnahme der
Zellanzahl in der G0/G1-Phase und eine Zunahme in der G2/M-Phase zu beobachten, wo-
hingegen bei HaCaT-Zellen keine Veränderungen in den prozentualen Zellanteilen in den
einzelnen Zellzyklusphasen gemessen werden konnten.
Aus den Apoptoseuntersuchungen ergaben sich folgende Unterschiede. Die normalen Zel-
len reagierten nicht im Annexin-V/PI-Test. Es kam weder zu einer Phosphatidylserinumla-
gerung noch zu einem Verlust der Membranintegrität. Selbst 72 h nach Zugabe von
10 µg×ml-1 BA kam es nur zu einer Zunahme der spätapoptotischen und nekrotischen Zel-
len um 5 Prozentpunkte auf 10 % der Gesamtzellanzahl, wohingegen HaCaT-Zellen schon
früher und deutlicher reagierten. Nach 72 h Inkubation mit 8 µg×ml-1 BA kam es zu einem
Anstieg der spätapoptotischen und nekrotischen Zellen auf 56 % der Gesamtzellanzahl.
Der Nachweis der Apoptose mit dem APO2.7-Antikörper nach 15 h zeigte bei beiden Zel-
larten einen signifikanten Anstieg der APO2.7-positiven Zellen (NHEK ab 4 µg×ml-1 BA,
P<0,05, HaCaT ab 8 µg×ml-1 BA, P<0,01).
Die Fragmentierung der DNA wurde am Durchflusszytometer mit der TUNEL-Methode
bestimmt. In beiden Zellkulturen konnte eine Fragmentierung der DNA nachgewiesen
werden. Mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops konnten die typischen apoptotischen Kerne
mit kondensiertem Chromatin beobachtet werden (HaCaT: Abbildung 80, NHEK:
Abbildung 81).
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Abbildung 80: HaCaT-Keratinozyten in SFM, Färbung der DNA mit Höchst 33258 am Fluoreszenzmikro-
skop, Invertierte Darstellung,   linkes Foto: Kontrolle DMSO 0,05 %,   rechtes Foto: HaCaT-Zellen 48  h
nach Inkubation mit 8  µg×ml-1 BA, ZK = Zellkern, Apoptot. ZK = apoptotischer Zellkern, kondens.
Chrom. =  kondensiertes Chromatin

 

Abbildung 81: NHEK in SFM, Färbung der DNA mit Höchst 33258 am Fluoreszenzmikroskop, Invertierte
Darstellung,   linkes Foto: Kontrolle DMSO 005 %   rechtes Foto: NHEK Zellen 48  h nach Inkubation mit
8 µg×ml-1 BA, ZK = Zellkern, Apoptot. ZK = apoptotischer Zellkern, kondens. Chromat.  = kondensiertes
Chromatin

Eine Form der Keratinozytenapoptose ist die Auslösung der Differenzierung und Um-
wandlung des Keratinozyten im Stratum basale zum Corneozyten des Stratum corneum.
Neben dem negativen Annexin-V/PI-Test machten die mikroskopischen Betrachtungen der
morphologischen Änderungen der Zelle Untersuchungen zum Differenzierungsverhalten
sinnvoll. In den folgenden Fotos sind die Unterschiede zwischen HaCaT-Keratinozyten
und normalen Keratinozyten aufgezeigt.
Die HaCaT-Zellen lösen sich nach BA-Zugabe ab. Wie in der Abbildung 82 zu erkennen
haftete nach 24 h und 4 µg×ml-1 BA nur ein geringer Teil der Zellen am Boden des Kultur-
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gefäßes, im Zellüberstand ist eine starke Zunahme apoptotischer Zellen nachzuweisen.
Anders reagiertendagegen die NHEK. Die konfluenten Zellen verloren ihre Zell-Zell-
Kontakte (Abbildung 83), Einlagerungen in der Zelle wurden sichtbar und die Konturen
des Kerns verschwanden (Abbildung 84). Das für eine Apoptose typische Abschnüren
apoptotischer Partikel konnte nicht beobachtet werden. Aus dem Erscheinungsbild der
Kontrolle als ein fast homogener konfluenter Zellrasen wurde eine inhomogene Zellfläche,
in der Abgrenzungen einzelner Zellen kaum noch zu erkennen waren (Abbildung 84).

 

Abbildung 82:  linkes Foto: HaCaT-Keratinozyten in SFM Lösungsmittelkontrolle 0,05 % DMSO,
rechtes Foto: HaCaT-Keratinozyten 24 h mit 4 µg×ml-1 BA behandelt , deutliche Zellanzahlabnahme gegen-
über der Kontrolle erkennbar

 

Abbildung 83:  linkes Foto Kontrolle normale Keratinozyten in SFM, Lösungsmittelkontrolle DMSO 0,05 %,
rechtes Foto: normale NHEK 36 h mit 20 µg×ml-1 BA behandelt
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Abbildung 84:  linkes Foto: NHEK- Zellen in SFM, 36 h mit 16 µg×ml-1 BA behandelt, Einlagerungen sind
zu erkennen aber nicht mehr die Struktur des Zellkerns, rechtes Foto: NHEK in SFM, 72 h mit  4 µg×ml-1

BA behandelt, einzelne Zellen sind kaum noch unterscheidbar.

Der Nachweis, dass bei diesen morphologischen Veränderungen der NHEK eine Differen-
zierung stattfand, wurde durch Bestimmung der beiden Proteine Involucrin und Filaggrin
geführt. Ein Erhöhung der Involucrinmenge konnte dabei sowohl am Durchflusszytometer
18 h, 2 µg×ml-1) als auch durch Westernblot (12 h, 10 µg×ml-1) ermittelt werden. Der späte
Differenzierungsmarker Filaggrin wurde flowzytometrisch nach 44 h bestimmt. Als Posi-
tivkontrolle diente 2,5 mM Ca2+. Es konnte eine signifikante Erhöhung (P<0,001) der Fi-
laggrin-positiven Zellen nach Zugabe von 8 µg×ml-1 BA nachgewiesen werden.
An HaCaT-Zellen wurde ebenfalls untersucht, ob durch BA eine Induktion der Involucrin-
und Filaggrinbildung erfolgte. Es konnten nach 24 und 48 h keine Veränderungen in der
Exprimierung dieser Proteine gefunden werden.
Eine Auslösung der Apoptose durch BA und eine Veränderung im Proliferationsverhalten
konnte sowohl in der HaCaT-Zelllinie als auch in NHEK-Zellen beobachtet werden. Eine
Induktion der Differenzierung und die damit einhergehende Bildung von Filaggrin und In-
volucrin wurde aber nur bei normalen humanen Keratinozyten festgestellt.
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5. DISKUSSION

In dieser Arbeit sind Forschungsergebnisse zum Naturstoff Betulinsäure von der Isolierung
bis zur Untersuchung an biologischen Systemen dargestellt. Die im Kap 3.4 beschriebene
Isolierungsmethode war Grundlage der in dieser Arbeit durchgeführten Experimente. Die
Methode zeichnet sich durch eine preiswerte und umweltfreundliche Herstellungsweise
aus, mit der die notwendige Betulinsäuremenge bereitgestellt werden konnte. Durch ver-
schiedene analytische Methoden konnte die Identität und Reinheit der isolierten BA bewie-
sen werden. Vorteile dieser Isolierungsmethode, die auf einer Extraktion mit
Dichlormethan und Umkristallisation in Methanol beruht, liegen in der leichten Zugäng-
lichkeit der Platanenborke, in den einfachen und selektiven Extraktions- und Umkristall i-
sationsschritten und in der Möglichkeit der Rückgewinnung der verwendeten
Lösungsmittel. Mit den entwickelten GC- und TLC-Methoden zur Identitäts- und Rein-
heitsbestimmung konnten weiterhin verschiedene Rindendrogen auf Betulinsäure unter-
sucht werden und die Platanenborke als der wichtigste BA-Lieferant identifiziert werden
(Galgon, 1997). Die quantitative GC-Methode kann weiterhin für Untersuchungen von
BA-Serumspiegeln und Konzentrationen des Naturstoffes in Geweben herangezogen wer-
den.
Im Folgenden soll nun das Potenzial der Betulinsäure zur Behandlung des malignen Me-
lanoms diskutiert werden. Hierzu dienen die Ergebnisse der Untersuchungen an Melanom-
zellen, normalen Melanozyten und Keratinozyten. Die im Kapitel 4 dargestellten und
zusammengefassten Resultate zeigen eindeutig eine toxische Wirkung der BA auf die ver-
wendeten epidermalen Zellsysteme im untersuchten Konzentrationsbereich von
0-20 µg×ml-1 BA.

Durch den Einfluss der BA trat sowohl in Melanozyten- als auch in Keratinozyten-
Zellkulturen eine starke Hemmung der Proliferation auf. Die Experimente zur Bestimmung
der Zellanzahl in 96er MTP belegen für alle Zellsysteme eine halbmaximale effektive Do-
sis im Bereich 2-8 µg×ml-1 BA nach 60-72 h, wobei in diesem Test die normalen Zellen
am geringsten reagierten. Verglichen mit Konzentrationsangaben in der Literatur ist das
der Bereich, in dem nicht nur in Melanomzellen und Melanozyten eine toxische Wirkung
erreicht wurde, sondern auch in neuroektodermalen Tumorzellkulturen, wie z.B. Medull-
oblastom und Neuroblastom (Pisha et al., 1995, Schmidt et al., 1997, Fulda et al., 1997,
1999 a, b, Rieber et al., 1998, Kim et al., 1998, Wick et al., 1999, Selzer et al., 2000). Un-
tersuchungen zur toxischen Wirkung der BA auf Keratinozyten-Zellkulturen sind bisher in
der Literatur noch nicht beschrieben.
Konzentrationen unter 20 µg×ml-1 BA liegen in dem Konzentrationsbereich, dem
von Pisha et al. (1995) eine Spezifität der BA auf Melanomzellen zugeschrieben wird. Hö-
here BA-Mengen lassen sich auch nur sehr schwer im Medium lösen, so dass diese Kon-
zentration auch eine obere Grenze darstellt.
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In die Betrachtung, ob die Unterschiede der ED50-Werte der einzelnen Zellkulturen rele-
vant und signifikant sind, müssen weiterhin Abhängigkeiten der Wirkung der BA von den
Zellkulturmedien, dem pH-Wert und der Konfluenz der Zellen mit einbezogen werden.
In verschiedenen Zellkulturmedien zeigten die Zellen ein unterschiedliches Ansprechen
auf BA. So konnte im Kap 4.2.1 anhand der Melanomzelllinie IGR1 gezeigt werden, dass
in den Medien MEM und DMEM unterschiedliche ED50-Werte auftraten, die entweder auf
unterschiedliche Wachstumsbedingungen der Zellen oder auf einen Bestandteil der kom-
plexen Medien zurückzuführen ist.
Die Wirkung der BA ändert sich, wie von Noda et al. (1997) beschrieben, pH-Wert-
abhängig. Bei niedrigem pH-Wert des Kulturmediums wurde hier eine erhöhte Toxizität
beobachtet, was vermutlich auf eine Erhöhung der Lipophilie der BA zurückzuführen ist,
die eine bessere Penetration durch die Zytoplasmamembran erlauben würde. Diese Ergeb-
nisse konnten durch Modulationen des pH-Wertes mit Hilfe des CO2-Gehaltes der Luft und
Zugabe von NaOH nicht bestätigt werden. Weiterhin wurden Unterschiede in der Toxizität
der BA in Abhängigkeit von der Konfluenz der Zellkulturen beobachtet (auch mündliche
Bestätigung durch Selzer). Aus diesen Gründen muss man mit den Autoren in Pisha et al.
(1995) übereinstimmen und das Maß für eine Spezifität der BA bei einer ED50 unter
20 µg×ml-1 legen. Die ermittelten ED50-Werte der Zellanzahlbestimmungen sind nicht als
unterschiedlich zu bewerten.
Die Untersuchungen von Selzer et al. (2000) zeigten dagegen eine weniger starke Abnah-
me der Zellanzahl der NHEM gegenüber den verwendeten Melanomzelllinien. Diese Er-
gebnisse konnten nicht bestätigt werden.
In den weiteren Versuchen sollte der Grund des Proliferationsrückganges geklärt werden.
Einer Verringerung der Zellanzahl gegenüber der Lösungsmittelkontrolle können Ände-
rungen im Zellzyklus, nekrotische oder apoptotische Prozesse zu Grunde liegen.
Änderungen im Proliferationsverhalten der Zellen können mit der sehr empfindlichen
quantitativen Bestimmung des BrdU-Einbaus in die DNA der Zellen erfasst werden, der
während der S-Phase des Zellzyklus stattfindet. Alle Zellen zeigten 20 h nach Zugabe der
BA ein sensitives Ansprechen in diesem Testsystem. Dabei reagierten vor allem Keratino-
zyten sensibel im Proliferationsverhalten auf eine Inkubation mit BA ab einer Konzentrat i-
on von 0,03 µg×ml-1. Dieser Befund bedeutet, dass sich entweder weniger Zellen in der S-
Phase befinden oder aber dieser Abschnitt der Zellteilung langsamer durchlaufen wird.
Eine Untersuchung des Zellzyklus der behandelten Zellen zeigte deutliche Unterschiede
zwischen dem Verhalten der NHEK gegenüber den permanenten Zelllinien. Mit BA be-
handelte Zellen der maligne entarteten Zelllinie IGR1 reagierten nur mit leichten Verände-
rungen im Zellzyklus. Die permanente Keratinozytenzelllinie HaCaT zeigte keine
Änderungen nach Inkubation mit BA im Zellzyklusverhalten der behandelten Zellen. In
den mit BA-behandelten Zellkulturgefäßen konnte bei NHEK aber eine deutliche Abnah-
me der Anzahl der Zellen in der G0/G1- und ein Anstieg der Zellanzahl in der G2/M- Phase
gegenüber der Kontrolle beobachtet werden. Diese deutlichen Verschiebungen der einzel-
nen Zellpopulationen, die nur bei den normalen Keratinozyten aufgezeigt werden konnten,
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machen deutlich, dass hier neben toxischen Effekten noch weitere regulatorische Mecha-
nismen stattfinden. Ob die Zellen nur aus der G0/G1-Phase in die Apoptose gingen und da-
durch das Verhältnis zugunsten der G2/M-Population verschoben wurde, konnte nicht
festgestellt werden. Ein langsameres Durchlaufen der S-Phase und Arretierung der Zellen
am S-G2/M-Checkpoint des Zellzyklus und Übergang an dieser Stelle in eine Apoptose
kann gleichsam angenommen werden. Ein vollständiger Arrest der Zellen in einer Zellzy-
klusphase, wie er beispielsweise durch Einwirkung von Gammastrahlen (Bache et al.,
1997) induziert werden kann, fand nicht statt.
Weitere Veränderungen im DNA-Gehalt der Zellen konnten ebenfalls bei den Zellzyklus-
messungen am Durchflusszytometer detektiert werden. So kam es nach 16 h und 6 µg×ml-1

BA zum Auftreten des sogenannten Apoptosepeaks (Ap) vor dem G0/G1-Peak als ein Zei-
chen für das Vorliegen apoptotischer Prozesse.

Die Änderungen im Proliferationsverhalten, die mit einer starken Verringerung der Zellan-
zahl einhergingen, konnten mit den Untersuchungen zum Zellzyklus und BrdU-Einbau
nicht vollständig geklärt werden. Aus diesem Grund wurden Untersuchungen zum apopto-
tischen und nekrotischen Zelltod durchgeführt. Zur Bestimmung nekrotischer Schädigun-
gen der Zellen wurde die LDH-Aktivität im Zellüberstand der einzelnen Zellpopulationen
ermittelt und mit der Lösungsmittelkontrolle und einer Positivkontrolle verglichen. Die
Lactatdehydrogenasefreisetzung in den Zellüberstand wird mit nekrotischen Prozessen, die
mit einer Zerstörung der Zellmembran und Freisetzung des Zytosols einhergehen, in Ver-
bindung gebracht. Die Zellen zeigten nach 7 h einen Anstieg der LDH-Aktivität ab 10
(IGR1) und 20 µg×ml-1 BA (Keratinozyten). Nach 24 h konnte eine erhöhte LDH-Aktivität
ab 5 µg×ml-1 BA in Keratinozytenzelllinien gemessen werden. Nach 7 h wurde maximal
ein Drittel der Freisetzung der Positivkontrolle erreicht, die gleichzeitig den Maximalwert
der LDH-Aktivität darstellt. Es kann geschlussfolgert werden, dass nekrotische Prozesse in
IGR1, HaCaT und NHEK eine untergeordnete Rolle spielten. Ausschlaggebend für diese
Beurteilung ist der 7 h-Wert. Von einigen Autoren wird die LDH-Aktivität schon nach
0-20 min bestimmt (Seeger et al., 1986). Toxische Stoffe, die eine Nekrose hervorrufen,
wirken schnell über eine Zerstörung der Zellmembran, so dass angenommen werden muss,
dass nach 7 h Stunden bei membranschädigenden Stoffen eine deutliche Reaktion hervor-
gerufen werden würde, was nach Betulinsäurezugabe im Bereich 0-20 µg×ml-1 nicht der
Fall war.
Eine Ausnahme bildeten die normalen Melanozyten. Hier kam es nach 7 h zu einem signi-
fikanten Anstieg (P < 0,01) der LDH-Aktivität ab 0,625 µg×ml-1 BA. Dabei erhöhte sich
die LDH-Aktivität auf 350 % (20 µg×ml-1 BA) versus 400 % der Tween  20 Positivkon-
trolle. Diese erhöhte Sensitivität schlägt sich aber nicht in einer verstärkten Abnahme der
Lebendzellanzahl gegenüber den IGR1-Melanomzellen nieder, so dass hier angenommen
werden kann, dass nicht nur nekrotische Prozesse bei der Wirkung der Betulinsäure eine
Rolle spielen müssen. Ursachen dieser starken Reaktion könnten in der schnellen Zerstö-
rung der Dendriten durch Abschnürung membranumschlossener Partikel liegen, die dann
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ihre Membranintegrität verlieren. Eine Untersuchung der LDH-Freisetzung durch BA ist
bisher in der Literaur noch nicht beschrieben.
Neben den Untersuchungen zum Proliferationsverhalten und zu nekrotischen Einflüssen
der BA war das Hauptziel, die Auslösung der Apoptose an Melanomzellen zu bestätigen,
und die Spezifität der BA an Kulturen von normale Melanozyten und Keratinozyten zu
untersuchen. Für den Nachweis des programmierten Zelltodes wurden durchflusszytome-
trische Methoden und die Fluoreszenzmikroskopie ausgewählt. Mit Hilfe des Fluores-
zenzmikroskopes wurde untersucht, ob eine Chromatinkondensation und Zerstörung der
Zellkerne stattfand. Das Verfahren wurde nicht zur quantitativen Bestimmung apoptoti-
scher Veränderungen am Zellkern genutzt. Es konnten in allen Zellen die typischen apop-
totischen Kerne nach 48 h gefunden werden.
Folgende Apoptoseparameter wurden durchflußzytometrisch bestimmt:
- Phosphatidylserinumlagerung und Membranintegrität mit dem Annexin-V/PI-Test
- der Nachweis eines, bei apoptotische Prozessen an den Mitochondrien exprimierten

Proteins, mit dem Antikörper APO2.7
- der Nachweis von DNA-Strangbrüchen mit der TUNEL-Methode
Diese Parameter wurden in allen Zellsystemen bestimmt und können somit untereinander
verglichen werden. Bei einer simultanen Bestimmung apoptotischer Zellen mit allen drei
Methoden an HaCaT-Zellen zeigte der Annexin-Test das empfindlichste Ansprechen auf
BA (Galgon et al., 2000 b). Mit Hilfe dieses Tests konnten apoptotische und spätapopto-
tisch-nekrotische Ereignisse erfasst werden. APO2.7 als sensitiver Nachweis von apoptoti-
schen Zellen diente zur Quantifizierung der apoptotischen Ereignisse. Die TUNEL-
Methode wurde hauptsächlich zur Bestätigung einer BA-induzierten Apoptose genutzt.
Der Nachweis des geregelten Zelltodes durch Annexin-V/PI zeigte nicht in allen Zell-
systemen die gleiche Sensitivität. Unterschiede traten zum einen zwischen NHEM, die
nach 24 h zum größten Teil vitale und apoptotische Zellen aufwiesen, und IGR1-Zellen
auf, die zu diesem Zeitpunkt vor allem eine spätapoptotische und nekrotische Reaktion
zeigten. Ursachen für diese Unterschiede sind nicht bekannt. Es kann vermutet werden,
dass die apoptotischen Prozesse in den normalen Melanozyten langsamer ablaufen. Der
starke Anstieg der LDH-Aktivität konnte im Annexin-V/PI nicht durch vermehrte
spätapoptotische und nekrotische Zellen nachgewiesen werden. Nach 24 h waren kaum PI-
positive Zellen (spätapoptotische und nekrotische Zellen) detektierbar. Hierin könnte eine
Bestätigung der Theorie liegen, dass für den starken Anstieg der LDH-Aktivität weniger
eine nekrotische Schädigung des kompakten Zellkörpers verantwortlich ist, sondern eher in
einer schnellen Zerstörung der Dendriten die Ursache zu suchen ist. Die deutlichen Reak-
tionen der NHEM und IGR1-Zellen im Annexin-V/PI-Test stehen im starken Widerspruch
zu Seelzer et al. (2000). Hier wurde ein nichtsignifikanter Anstieg bei NHEM und ein
leichter Anstieg der apoptotischen Zellen nach 24 h und 10 µg×ml-1 BA am Fluoreszenz-
mikroskop gemessen. Ob die Ursache darin zu suchen ist, dass nur adhärente Zellen ver-
wendet wurden, konnte aus der Methodenbeschreibung des Artikels nicht entnommen
werden.
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Eine völlig andere Reaktion der apoptotischen Zellen wiesen aber normale Keratinozyten
auf, die zu einem sehr geringen Maß mit einer Phosphatidylserinumlagerung und Verlust
der Membranintegrität reagierten. Selbst nach 72 h und Inkubation mit 10 µg×ml-1 BA
kam es bei den NHEK nur zu einer Abnahme der vitalen Zellen um 15 Prozent, wobei zu
diesem Zeitpunkt die Zellanzahl auf 50 Prozent gesunken war und schon nach 15 h deutl i-
che apoptotische Reaktionen mit dem APO2.7-Antikörper nachgewiesen werden konnten.
Eine Hemmung der Phosphatidylserinumlagerung bei apoptotischen Prozessen ist unter
anderem für UV-bedingte Apoptoseprozesse in verschiedenen Zellkulturen beschrieben
worden (Bratton et al., 1997). Die Ursache dafür liegt in einer Hemmung des Phosphati-
dylserin-Flip-Flops. Der Phosphatidylserin-Transport ist abhängig von der extrazellulären
Calciumkonzentration und für die Translokalisation des Phosphatidylserins in die äußere
Membran verantwortlich. Die Untersuchungen der BA-induzierten Apoptose mit dem An-
nexin-V/PI-Test wurden in einem Kulturmedium mit einem sehr niedrigen Calciumgehalt
(0,09 mM) durchgeführt. Gegen eine Ca2+-Abhängigigkeit spricht aber, dass durch eine
Erhöhung der Ca2+-Konzentration des Zellkulturmediums auf 1,2 mM keine Erhöhung der
Annexin-V-positiven Zellen beobachtet wurde. Das zweite Argument gegen die Involvie-
rung einer niedrigen extrazellulären Ca-Konzentration ist die Tatsache, dass in HaCaT-
Zellen mit gleichem Ca2+-Gehalt im Medium nach Behandlung mit identischen BA-
Konzentrationen eine deutliche Population Annexin-V-positiver Zellen entsteht. Weiterhin
gelang der Nachweis von Phosphatidylserin mit dem Annexin-V/PI-Test in normalen Ke-
ratinozyten durch Permeabilisierung der Membran mit 0,2 % Tween  20, so dass grund-
sätzlich von einer Zerstörung dieses Phospholipids durch BA nicht ausgegangen werden
kann.
Mit dem APO2.7-Test am Durchflusszytometer konnten die Unterschiede, die im Annexin-
V/PI-Test auftraten, nicht aufgezeigt werden. Alle Zellen reagierten deutlich auf diesen
Antikörper. Nach 48 h Inkubation mit 5 µg×ml-1 BA zeigten alle Zellen einen signifikanten
Anstieg (P < 0,01) der APO2.7-positiven Zellen. Mit diesem Test konnte sensitiv eine
Apoptose in allen Hautzellkulturen nachgewiesen werden.
Der Nachweis der DNA-Fragmentierung als ein endgültiger Schritt der Apoptose erfolgte
am Durchflusszytometer mit Hilfe der TUNEL-Methode. Bei allen Zellen konnte eine
Fragmentierung nach 48 h nachgewiesen werden. Mit dieser Methode wurde bestätigt, dass
apoptotische Mechanismen beim BA-induzierten Zelltod eine Rolle spielen.
Eine DNA-Fragmentierung im Agarosegel (Auftreten der DNA-Leiter) konnte nicht beob-
achtet werden. Diesen Nachweis der Apoptose konnte Selzer et al. (2000) bei BA an Mela-
nomen ebenfalls nicht führen. Es ist nicht bekannt, ob die Ursache nur in technischen
Probleme zu suchen ist, da auch Apoptosen mit DNA-Leiter-negativen und TUNEL-
positiven Ereignissen beschrieben und diskutiert wurden (Gniadecki et al., 1998). Von
Schmidt et al. (1997) wurde an Neuroblastomzellen eine DNA-Leiter (Gelelektrophorese)
nachgewiesen. Eine Entstehung von apoptotischen DNA-Fragmenten durch BA dürfte
demnach als gesichert gelten und der Nachweis der TUNEL-positiven Zellen deshalb auf
eine BA-induzierte Fragmentierung der DNA zurückzuführen sein.
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Eine Abnahme der DNA-Menge in den Kernen der IGR1-Zellen konnte mittels durch-
flusszytometrischer Analyse durch das Auftreten des Ap-Peaks gezeigt werden. An Me-
lanomzellen wurde dieser Sub-G0/G1-Peak bereits durch Pisha et al. (1995) und an
neuroektodermalen Zellen durch Fulda et al. (1997) aufgezeigt.

Um den Signalweg der BA-induzierten Apoptose aufzuklären gibt es viele Ansätze. Es
wurde untersucht, ob die von Fulda et al. (1998 a, b) und Wick et al. (1999) gezeigte In-
volvierung der Caspasen in Glioma-Zellen und isolierten Mitochondrien auch in normalen
Melanozyten eine Rolle spielt. Durch Hemmung der Caspasen (1, 3, 4, 7) mit dem Protea-
seninhibitor Z-VAD-FMK wurde versucht, die durch BA-ausgelöste Apoptose in NHEM
aufzuheben (McColl et al., 1998, Fearnhead et al., 1995). Neben dem Rückgang der durch
Caspasen vermittelten DNA-Fragmentierung konnte aber auch gezeigt werden, dass durch
diesen Inhibitor im Annexin-V/PI-Test die Apoptose nicht aufgehoben werden konnte und
dementsprechend keine Zunahme der vitalen Zellen erreicht wurde. Mit den durch Fulda et
al. (1998 b) veröffentlichten Daten (Hemmung der Caspase 3 unterbindet eine DNA-
Fragmentierung, aber nicht den Verlust des Membranpotenzials wie bei Doxorubicin) kann
für die BA ein Apoptosemechanismus angenommen werden, der stark mit den Mitochon-
drien verbunden ist, was auch das gute Ansprechen des Antikörpers APO2.7 begründet.
Weiterhin kann postuliert werden, dass an den Mitochondrien irreparable Schädigungen
verursacht werden, da trotz einer Inhibierung der Downstream Caspase 3 sich die Überle-
bensrate der NHEM nicht erhöhte. Hierzu gehört auch die Cytochrom C-Freisetzung durch
BA (Fulda et al., 1998 a).
Die Induktion der Apoptose durch BA erfolgte also an einem Punkt des Apoptoseweges,
an dem die Entscheidung gegen eine Apoptose in der Zelle nicht mehr getroffen werden
kann. Für den Wirkungsmechanismus der BA ergeben sich daraus zwei Aussagen. Zum ei-
nen führt BA nicht in erster Linie zu DNA-Strangbrüchen, da diese erst später und hemm-
bar durch Caspasen vermittelt geschehen. Zum anderen steht ein Caspase 3 abhängiger
Apoptoseweg im Anschluss an einen BA-induzierten Signalweg, wie z.B. auch bei der
durch Fas/FasL (Nagata, et al., 1995) oder Granzym B (Quan et al., 1996) vermittelten Si-
gnalkaskade.
Der Nachweis der Caspaseaktivität in Keratinozyten wurde mit dem Antikörper M30 ge-
führt. Der Antikörper bindet an eine Schnittstelle im Zytokeratin 18, die durch Caspasen
entsteht. An HaCaT-Keratinozyten konnte ein Anstieg der M30-positiven Zellen und damit
Caspaseaktivität nachgewiesen werden.

Ein weiterer Ansatz zur Aufklärung des Signalweges war, die Abhängigkeit der Apoptose
der Zellen vom Protein p53 zu untersuchen. Die Frage stellt sich aus zwei Gründen. Zum
einen ist eine Chemotherapie der malignen Melanome abhängig vom p53-Status (Li et al.,
1998) und zum anderen wird diese Fragestellung speziell für die BA kontrovers diskutiert
(Rieber et al., 1998). Die Experimente wurden am Durchflusszytometer durchgeführt oder
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der p53-Gehalt mit dem Westernblot bestimmt. Alle Untersuchungen zu einer möglichen
Akkumulation des p53 zeigten deutlich, dass es nach BA-Gabe zu einer Abnahme dieses
Proteins in der Zelle kommt. Der von Rieber et al. (1998) geführte Beweis, dass ein An-
stieg des p53-Gehaltes nach 66 h und 1 µg×ml-1 BA in Melanomen erfolgte, konnte nicht
nachvollzogen werden. Der größte Anstieg wurde von den Autoren in einer stark metasta-
sierenden Zelllinie beschrieben. In Zellen mit einem geringen Metastasierungspotenzial
wurde eine Verschiebung des Verhältnisses p53/p21 ermittelt (starker p53-Abfall und p21-
Abfall unter die Nachweisgrenze führten zu einer Erhöhung des Verhältnisses zwischen
p53 und p21). Der große Nachteil dieser gefundenen Daten in der stark metastasierenden
Zelllinie liegt in der geringen Variationsbreite der gezeigten Daten (eine Zeit, eine Kon-
zentration). Ein Artefakt ist demnach nicht auszuschließen. Für die Induktion der Apoptose
wurde außerdem ein zu später Zeitpunkt gewählt. Eine Akkumulation des p53 ist ein früher
und regulativer Schritt der Apoptoseinduktion und nicht nach 66 h zu erwarten (Lieber-
mann et al., 1995).
In der metastasierenden Zelllinie IGR1 konnte keine Erhöhung des p53-Gehaltes festge-
stellt werden. Eine Untersuchung zum p53 und BA an Melanomen wurde ebenfalls von
Selzer geführt. Eine Induktion der p53-Expression konnte hier ebenfalls nicht gezeigt wer-
den. Fulda et al. (1997) beschrieben an neuroektodermalen Tumoren eine p53 unabhängige
Induktion der Apoptose durch BA.
Weiterhin spricht gegen eine Involvierung des p53-Proteins in den durch BA-ausgelösten
Apoptosemechanismen, dass in der permanenten Keratinozytenzellkultur HaCaT mit einer
Überexprimierung des p53-Proteins und in normalen humanen Keratinozyten mit einem
normalen p53-Status gleichermaßen eine Apoptose hervorgerufen wurde und ähnliche
ED50-Werte in den Zellanzahlbestimmungen ermittelt wurden. Eine Regulationsbeteiligung
des p53 während der Zellteilung führt zum G0/G1-Block, der nicht auftrat. Das p53-Protein
ist hier vor allem am G0/G1-Checkpoint nach DNA-Schäden aktiv. Da p53 aber auch an
Checkpoints in der S- und G2/M-Phase beteiligt ist (Levine, 1997), können die Zellzy-
klusuntersuchungen nicht zur Erklärung der p53-Beteiligung an der BA-induzierten
Apoptose hinzugezogen werden.

Bei den Untersuchungen zum Zelltod fiel eine andere Reaktion der normalen Keratino-
zyten auf. Neben der geringen Anzahl Annexin-V-positiver Zellen konnte auch bei der mi-
kroskopischen Betrachtung (Lichtmikroskop) der NHEK eine andere Reaktion im
Vergleich zu den IGR1-Melanomzellen beobachtet werden. Die Zellen lösten sich nicht
vom Boden ab, es gab kein "boiling" der Zellen verbunden mit einem Abschnüren kleiner
Partikel und der Zerstörung der Zellstruktur. Aus diesen Gründen wurde untersucht, ob
durch BA eine Induzierung der terminalen Differenzierung in den Keratinozyten erfolgte.
Während der Umwandlung des proliferierenden Keratinozyten des Stratum basale der Haut
zum Corneozyten des Stratum corneum werden eine Reihe Zytokeratine und Proteasen ge-
bildet (vergl. Kap.2.2.1). Zwei dieser Proteine, Involucrin und Filaggrin, wurden für den
Differenzierungsnachweis ausgewählt. Involucrin, ein früher Differenzierungsmarker,
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wurde am Durchflusszytometer und mit Westernblotmethoden untersucht. Für diesen Pa-
rameter konnte gezeigt werden, dass durch BA eine Hochregulierung dieses Proteins er-
folgt. Schon durch eine BA-Menge von 2 µg×ml-1 konnte eine Induzierung der Involucrin-
expression erreicht werden.
Mit dem Nachweis des Filaggrins konnte die Aussage bestätigt werden, dass durch BA ei-
ne Induktion der Differenzierung zum Corneozyten erfolgte. Um die Ergebnisse dieser
Methode zu bestätigen, wurde die Differenzierung der Keratinozyten mit einer Positivkon-
trolle (2,5 mM Ca²+) eingeleitet (Boyce et al., 1983). Das Ausmaß der Fluoreszenzver-
schiebung war identisch. Eine Erhöhung der Filaggrinmenge durch eine Kombination von
Calcium und BA erfolgte dagegen nicht. Der Nachweis einer Induktion der terminalen Dif-
ferenzierung in den NHEK unterstreicht die Messungen zur Zellanzahlbestimmung und
insbesondere die Messungen zur Apoptose. Nach Gandarillas et al. (1999) sind Differen-
zierung und Apoptose in Keratinozyten gleichartige Prozesse, wobei aber nicht jede
Apoptose in NHEK mit einer Differenzierung einhergeht. So gehen nach einer UV-
Bestrahlung sogenannte Sunburn-Zellen keine Differenzierung ein.

In Betrachtung der Änderungen des Proliferationsverhaltens, morphologischer Verände-
rungen im mikroskopischen Bild und den Untersuchungen zur Apoptose stellt sich folgen-
des dar: HaCaT, IGR1 und NHEM reagieren toxisch auf BA. In diesen Zellen wird eine
Apoptose induziert, die sich am Durchflusszytometer mit einer Zunahme von Annexin-V-,
APO2.7- und TUNEL-positiven Zellen zeigte und mit einem starken Rückgang der Le-
bendzellanzahl einherging. NHEM reagierten insgesamt langsamer auf BA, aber gegen-
über allen anderen Zellen mit einem starken Ansieg der LDH-Aktivität im Zellüberstand.
NHEK sprachen ebenfalls auf BA mit einem Rückgang der Zellanzahl, apoptotischen Re-
aktionen und morphologischen Veränderungen an. Die NHEK reagierten positiv im
APO2.7- und TUNEL-Test, aber nicht wie die anderen Zellarten im Annexin-V/PI-Test. In
den normalen Keratinozyten wird durch BA eine terminale Differenzierung ausgelöst, die
anhand der Differenzierungsmarker Involucrin und Filaggrin nachgewiesen wurde.
Der Rückgang der Proliferation in den mit BA-behandelten Zellkulturen ist somit auf eine
Auslösung der Apoptose zurückzuführen.

Damit kann für die Wirkung der BA auf die Epidermis menschlicher Haut folgendes Bild
postuliert werden. Nach einer topischen Anwendung der BA und dem Erreichen des nöti-
gen Wirkstoffspiegels in der Haut, würde in den maligne entarteten Melanozyten durch
Betulinsäure eine Apoptose ausgelöst werden und somit das Tumorwachstum unterbunden
werden. Weiterhin besteht nur eine geringe Wahrscheinlichkeit, dass dieses Melanom eine
Resistenz gegen BA entwickelt. Der Einsatz bei Chemotherapie-resistenten Melanomen
erscheint möglich. Neben dem Rückgang der Anzahl maligne entarteter Zellen würden
aber gleichzeitig normale Melanozyten absterben, so dass der UV-Schutz durch die Mela-
nozyten in diesem Areal nicht mehr gewährleistet werden würde und das somit das Krebs-
risiko erneut stiege. Durch BA wird auch in den proliferierenden Keratinozyten eine
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terminale Differenzierung und Apoptose ausgelöst. Somit geht der Pool der teilungsfähi-
gen Kerat inozyten zurück verbunden mit einer gestörten Regeneration der Epidermis
In der Einleitung wurde beschrieben, welche komplexen apoptotischen Prozesse in der
Haut ablaufen, so dass die Wirkung eines Apoptose auslösenden Stoffes auf die Epidermis,
ihren strukturellen Aufbau wesentlich beeinflussen kann. BA könnte somit nicht großflä-
chig und vorbeugend gegen entartete Melanozyten eingesetzt werden. Die unspezifische
Wirkung der BA auf die untersuchten Epidermiszellkulturen muss weiterhin bei einer kl i-
nischen Testung der Betulinsäure gegen andere Erkrankungen beachtet werden. In der
Entwicklung und Planung sind derzeit ein Einsatz gegen HIV und Leukämie, aber auch in
Kombination mit einer Bestrahlung gegen das Melanom zu nennen. Vor allem langwierige
systemische Behandlungen dürften ohne modulatorische Veränderungen am Grundgerüst
der BA nicht möglich sein, weil es sonst zu einer Zerstörung der Melanozyten und Verlust
der Funktionsfähigkeit der Epidermis kommt.
Der Einsatz der Betulinsäure dürfte damit bis auf weiteres auf den experimentellen La-
boreinsatz beschränkt bleiben. BA könnte hier als eine gute Positivkontrolle für eine In-
duktion der Apoptose und Auslösung der terminalen Differenzierung etabliert werden. Für
den Labormaßstab kann die Induktion der Differenzierung in Keratinozyten für die Her-
stellung von Hautmodellen dienen, die z.B. bei Penetrationsversuchen Anwendung finden.

Als Ausblicke für weitere Arbeiten stehen Modifikationen an der BA im Vordergrund, um
die Spezifität der BA auf das Melanom zu erhöhen. Vorarbeiten sind hier schon von Kim
et al. (1998) getätigt worden. Es ist nun wichtig, in diese Überlegungen die Wirkung auf
Keratinozyten mit einzubeziehen. Inwieweit die Induktion der Differenzierung für thera-
peutische Zwecke genutzt werden kann, ist zur Zeit noch nicht abzusehen. Denkbar wäre
hier ein Einsatz in der Therapie der Psoriasis, um die erhöhte Proliferation und ungenügen-
de Differenzierung der Keratinozyten zu modifizieren.
Die Induktion der Apoptose in normalen Melanozyten könnte für eine kosmetische Be-
handlung der sogenannten Altersflecken genutzt werden. Die Gefahr einer Atrophie und
das Auftreten von Vernarbungen beschränken diesen Einsatz aber stark. Wenn eine thera-
peutische Nutzung der BA in Erwägung gezogen wird, muss nun eine tierexperimentelle
Studie zur Wirkung der BA folgen. Gleichzeitig ist BA in ein Vehikel mit guten Libera-
tions- und Penetrationseigenschaften einzuarbeiten, um eine Grundlage für eine topische
Anwendung zu schaffen. Schwierigkeiten dürfte hier die Eigenschaft der BA machen, bei
Kontakt mit geringen Wassermengen auszukristallisieren. Eine systemische Anwendung
ist nach den Ergebnissen dieser Arbeit zunächst auszuschließen.
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