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Zusammenfassung	
  

Die kleine Rho-GTPase Rac1 besitzt wichtige Funktionen in der Regulation des 

Aktinzytoskeletts, der Proliferation und der Migration von epithelialen Zellen. Aufgrund von 

Experimenten mit Knockout-Mäusen und transgenen Mäusen wird Rac1 eine wichtige Rolle 

in der Erhaltung des epidermalen Stammzellpools sowie in der Wundheilung der Haut 

zugeschrieben. 

In den bisher untersuchten Mäusen mit Epidermis-spezifischer Deletion von Rac1 konnten 

keine differenzierten Untersuchungen zu spezifischen Funktionen von Rac1 in 

verschiedenen Kompartimenten der Epidermis und ihrer Anhangsgebilde durchgeführt 

werden, da die Deletion immer im germinativen Kompartiment erfolgte und daher alle daraus 

hervorgehenden Zellen Rac1 negativ waren. Durch Einkreuzung eines mutierten Rac1 als 

Transgen in den Knockout-Hintergrund haben wir sogenannte Rac1 Rescue Mäuse erzeugt, 

in denen die Rac1-Aktivität selektiv im Keratin 14-positiven Kompartiment der Epidermis und 

der Haarfollikel rekonstitutiert wurde.  

Rac1 Rescue Mäuse zeigen im Gegensatz zum epidermalen Rac1 Knockout ein Wachstum 

der Haare sowie erkennbare Haarfollikel. Die infolge des Verlusts von Rac1 beobachteten 

Störungen der Haarmorphogenese können durch basale Rekonstitution der Rac1-Aktivität 

vollständig aufgehoben werden. Jedoch sind die Haarfollikel von Rac1 Rescue Mäusen im 

Vergleich zu Kontrolltieren verkürzt. Ursache hierfür ist offenbar eine verminderte 

Proliferation von Keratinozyten der Haarmatrix. Weiterhin sind Rac1 Rescue Mäuse durch 

ein mattes, gräulich erscheinendes Fell gekennzeichnet. Dies geht einher mit einer 

veränderten Haaroberflächenstruktur und einer gestörten Pigmentverteilung im Haarschaft. 

Mit dieser gestörten Pigmentverteilung korrelieren Defekte in der regulären Anordnung der 

Zellen der Haarmedulla sowie eine gestörte Ausbildung von Ausstülpungen des Haarcortex, 

die für die Adhäsion zwischen Cortex und Medulla verantwortlich sind. Die im Rahmen dieser 

Arbeit erhobenen Daten lassen damit erstmals auf eine spezifische Funktion von Rac1 in der 

Strukturbildung und Pigmentierung der Haare schließen.  

Eine Suche nach Ursachen für die Haarfollikeldegradierung nach Rac1-Deletion führte zu 

dem Ergebnis, dass diese durch die Induktion von Apoptose in der äußeren 

Haarwurzelscheide des Haarfollikels mitverursacht sein könnte. Weitergehende funktionelle 

Untersuchungen zeigten, dass die Apoptose-Resistenz von epidermalen Keratinozyten mit 

Rac1-Defizienz oder mit gehemmter Rac1-Funktion nach UV-Bestrahlung stark vermindert 

ist. Dies ist die erste Evidenz für eine direkte Funktion von Rac1 in der Regulation der UV-

Licht-induzierten Apoptose. Die molekularen Mechanismen der Beeinflussung der Apoptose-

Resistenz durch Rac1 sollen den Gegenstand weiterer Untersuchungen bilden. 
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Abstract	
  

The small Rho-GTPase Rac1 has important functions in the regulation of the actin 

cytoskeleton as well as in the proliferation and migration of epithelial cells. Experiments with 

knockout and Rac1 transgenic mice have shown its important role in the maintenance of the 

epidermal stem cell pool and in skin wound healing.    

 

In the mice with epidermis specific deletion of Rac1 described so far, detailed investigation of 

specific functions of Rac1 in the different compartments of the epidermis and its appendages 

could not be performed. Due to the deletion in the germinative compartment all progeny were 

negative for Rac1. By introducing a mutated Rac1 as a transgene into the knockout 

background we have generated mice in which Rac1 activity has been selectively restored in 

the Keratin 14-positive compartment of the epidermis and hair follicles. These mice are 

referred to as Rac1 Rescue mice.    

 

In contrast to epidermis specific Rac1 knockout mice, Rac1 Rescue mice show intact hair 

follicles and growth of hair. The observed retardation in hair morphogenesis caused by the 

loss of Rac1 can be restored completely by the basal reconstitution of Rac1 activity. 

However, hair follicles of Rac1 Rescue mice are shorter than those of control mice 

apparently due to reduced proliferation of the hair matrix keratinocytes. Moreover, the coat of 

Rac1 Rescue mice is dull and grey instead of black. This appearance of the coat correlates 

with a disturbed pigment distribution and surface structure of the hair shaft. In addition, we 

have detected defects in the regular arrangement of the medulla cells as well as an impaired 

formation of hair cortex protrusions responsible for the adhesion between cortex and 

medulla. The data shown here suggest, for the first time, a specific function of Rac1 in the 

formation and pigmentation of hairs.  

 

When searching for possible reasons for the hair follicle degradation in Rac1 E-KO mice we 

observed an increased frequency of apoptotic keratinocytes in the outer root sheath of the 

hair follicles. Further functional investigations have demonstrated that resistance to apoptotic 

cell death of epidermal keratinocytes deficient for Rac1 or of keratinocytes with inhibited 

Rac1 function is markedly reduced upon UV irradiation. This is the first evidence for a direct 

function of Rac1 in the regulation of UV-induced apoptosis. The molecular mechanisms by 

which Rac1 regulates the apoptotic resistance of keratinocytes will be subject of further 

studies.    
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1 Einleitung	
  

1.1 Aufbau	
  und	
  Funktion	
  der	
  Haut	
  

Die Haut ist das flächenmäßig größte Organ. Sie bildet den Abschluss des Organismus nach 

außen und wirkt dadurch als eine effektive Barriere gegen das Eindringen von Pathogenen. 

Weiterhin übernimmt sie wichtige Schutzfunktionen gegenüber mechanischen, chemischen 

und thermischen Reizen. So schützt sie beispielsweise den Organismus vor energiereicher 

Strahlung, wie UV-Strahlung, und sorgt durch die Schweißsekretion für eine Regulation der 

Körpertemperatur und des Elektrolythaushalts. Durch die in der Haut befindlichen 

Rezeptoren, die sowohl Druck- als auch Temperaturveränderungen wahrnehmen, besitzt sie 

außerdem Funktionen eines Sinnesorgans [Junqueira & Carneiro, 2005]. 

 

Die Haut, auch Kutis genannt, lässt sich grob in zwei Schichten gliedern: Epidermis und 

Dermis. Die Dermis beherbergt die Anhangsgebilde der Haut, zu denen die Haarfollikel, die 

Talgdrüsen sowie die Schweißdrüsen gehören. Der Haarfollikel ist strukturell über die äußere 

Haarfollikelschicht mit der Oberhaut verbunden und wird daher zum epidermalen 

Kompartiment gezählt. Die Subkutis zählt im eigentlichen Sinne nicht mehr zur Haut, ist aber 

funktionell mit ihr verbunden (siehe Abb. 1-1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung	
  1-­‐1:	
  Aufbau	
  der	
  Haut.	
  Die	
  Abbildung	
  zeigt	
  den	
  schematischen	
  Aufbau	
  der	
  Haut	
  mit	
   ihren	
  
Anhangsgebilden	
  Haarfollikel,	
  Talgdrüse	
  und	
  Schweißdrüse	
  sowie	
  deren	
  struktureller	
  Aufbau.	
   [Fuchs	
  
&	
  Raghavan,	
  2002	
  (übersetzt	
  aus	
  dem	
  Englischen)]	
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Da die Epidermis und der Haarfollikel primär Bestandteile der Untersuchungen waren, wird 

im Folgenden lediglich näher auf deren Aufbau und Funktion in muriner Haut eingegangen.  

 

1.1.1 Aufbau	
  und	
  Funktion	
  der	
  Epidermis	
  

Physiologisch handelt es sich bei der Epidermis um ein mehrschichtiges, verhornendes 

(keratinisierendes) Plattenepithelgewebe, welches zu 90% aus epithelialen Keratinozyten 

besteht. Weiterhin sind dort in geringer Anzahl Melanozyten, Langerhans-Zellen, Merkel-

Zellen und T-Lymphozyten zu finden. 

An der Grenze zur Epidermis, an der Basalmembran haftend, befindet sich die 

Basalzellschicht (stratum basale). Sie besteht aus kubischen Zellen, die durch einen großen 

Kern und relativ wenig Zytoplasma gekennzeichnet sind. Diese sind durch 

Hemidesmosomen an der darunterliegenden Basalmembran verankert. Die Bildung von 

Desmosomen sorgt weiterhin für eine Verankerung benachbarter Zellen. Darauf folgend 

befinden sich die Stachelzellschicht (stratum spinosum), die Körnerschicht (stratum 

granulosum) und die Hornschicht (stratum corneum) (siehe Abb. 1-2a). Die verschiedenen 

Schichten sind durch einen fortschreitenden Differenzierungsgrad der Keratinozyten 

gekennzeichnet, die durch die Epidermis hindurch senkrecht zur Ebene der Zellschicht nach 

außen wandern [Watt, 1998].  

 

 

Die Keratinozyten der Epidermis werden durch Zell-Zell-Kontakte zusammengehalten, die 

die auf die Epidermis wirkenden Kräfte gleichmäßig auf das gesamte Gewebe verteilen. Zu 

diesen gehören: Adhärenzverbindungen, „Tight Junctions“ aber auch Desmosomen. 

Abbildung	
   1-­‐2:	
   Aufbau	
   und	
   Regeneration	
   der	
   Epidermis.	
   (a)	
   zeigt	
   den	
   viergliedrigen	
   Aufbau	
   der	
   Epidermis,	
   (b)	
   stellt	
  
schematisch	
   die	
   Regenration	
   der	
   Epidermis	
   durch	
   Stammzellen	
   der	
   IFE	
   dar.	
   [Alonso	
  &	
   Fuchs,	
   2003	
   (übersetzt	
   aus	
   dem	
  
Englischen)]	
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Desmosomale Proteine besitzen ein spezifisches Expressionsmuster in den verschiedenen 

Schichten der Epidermis und des Haarfollikels, das teilweise mit dem Differenzierungsgrad 

der Keratinozyten korreliert.  

 

1.1.1.1 Terminale	
  Differenzierung	
  der	
  epidermalen	
  Keratinozyten	
  

Durch Induktion eines komplexen Differenzierungsprogramms in den basalen Keratinozyten 

verändern die Keratinozyten sowohl Morphologie als auch Funktion und sorgen dadurch für 

die Ausbildung der typischen Lagenstruktur. Dieser Prozess wird auch als Verhornung der 

Haut bezeichnet und kann in Synthese-, Transformations- und Terminalstadium unterteilt 

werden. Die Differenzierung der Keratinozyten ist gekennzeichnet durch die Expression 

verschiedener Keratine, die als Marker für den Differenzierungsgrad verwendet werden 

können [Fuchs & Green, 1980]. Man unterscheidet epitheliale Keratine (weiche Keratine), 

die unterschiedlich in verschiedenen Epithelgeweben exprimiert werden, und so genannte 

harte Keratine, die für die Bildung keratinisierter Strukturen wie Nägel verantwortlich sind. Zu 

diesen gehören auch die Keratine des Haares, auf die in Abschnitt 1.2.2 näher eingegangen 

wird. 

 

Epitheliale Keratine werden in saure Typ I Keratine (pH 4,8 - 5,7) und neutrale bis basische 

Typ II Keratine (pH 5,8 - 8) unterteilt, die sich als Heterodimere im Verhältnis 1:1 zu 10 nm-

Intermediärfilamenten zusammenlagern und zur Bildung des Zytoskeletts beitragen [Steinert 

& Liem, 1990; Fuchs & Weber, 1994]. In der Basalzellschicht der Epidermis sind Keratin 5 

(Typ II) und Keratin 14 (Typ I) enthalten. Während der Differenzierung der Keratinozyten 

ändert sich jedoch das Expressionsmuster der Keratine. So wird im stratum spinosum die 

Expression von Keratin 5/14 eingestellt und durch die Expression der 

differenzierungsspezifischen Keratine Keratin 1 (Typ II) und Keratin 10 (Typ I) ersetzt. Im 

stratum granulosum beginnt die Expression der Strukturproteine Loricrin und Filaggrin, die 

an der Bildung der für die Verhornung im stratum corneum wichtigen dichten Proteinhülle 

beteiligt sind. Weiterhin fusionieren im stratum granulosum zuvor synthetisierte Granula mit 

der Plasmamembran und entlassen Lipide in die Interzellularräume der Zellen des stratum 

granulosum und stratum corneum [Schurer et al., 1991]. Dabei wird die Ablagerung von 

glutamin- und lysinreichen Proteinen an der Innenseite der Plasmamembran induziert, die 

durch eine epidermale Transglutaminase [Steven & Steinert, 1994] quervernetzt werden. 

Diese dichte, schwer lösliche Proteinhülle wird auch als „cornified envelope“ bezeichnet und 

bildet die eigentliche protektive Barriere gegenüber äußeren Einflüssen. 
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1.1.1.2 Funktion	
  epidermaler	
  Stammzellen	
  in	
  der	
  Regeneration	
  der	
  Epidermis	
  

Die während der Differenzierung absterbenden Keratinozyten der äußeren Schichten werden 

durch proliferierende, undifferenzierte Zellen der Basalzellschicht ersetzt und sorgen dadurch 

für eine kontinuierliche Regeneration der Epidermis. Da proliferierende Zellen nur eine 

begrenzte Anzahl an Zellteilungen durchlaufen können, wird angenommen, dass sich 

Stammzellen in der Epidermis befinden, die für einen kontinuierlichen Ersatz der terminal 

differenzierenden Keratinozyten der Basalzellschicht verantwortlich sind. Epidermale 

Stammzellen zeichnen sich durch ein hohes proliferatives Potential aus, d.h. sie besitzen das 

Vermögen, eine große Anzahl an Zellteilungen zu durchlaufen [Barrandon & Green, 1987; 

Morris & Potten, 1994]. Ein derzeit gültiges, jedoch kontrovers diskutiertes Modell beschreibt 

die Lokalisation potentieller Stammzellen in der IFE in der Mitte einer Einheit von basalen 

Zellen [Potten & Morris, 1988; Mackenzie, 1997]. Diese teilen sich zunächst zu so 

genannten „transit amplifying“-Zellen, die sich schnell teilen [Potten, 1974; Potten, 1981], 

jedoch nur eine begrenzte Anzahl an Teilungen durchlaufen können. Sie sind für die 

kontinuierliche Regeneration der oberen Schichten der Epidermis verantwortlich (vgl. Abb. 1-

2b). Eine ähnliche, sich schnell teilende Zellpopulation, die für die Zellbildung während des 

Wachstums des Haarfollikels verantwortlich ist, befindet sich im Haarbulbus [Potten & Booth, 

2002]. Diese Zellen stammen, wie die Vorläuferzellen in der Epidermis, von ruhenden 

Stammzellen ab, die in der Bulge-Region des Haarfollikels unterhalb der Talgdrüsen 

lokalisiert sind [Cotsarelis et al., 1990; Taylor et al., 2000] (vgl. Abb.1-1).  

 

1.1.2 Auswirkungen	
  von	
  UV-­‐Strahlung	
  auf	
  die	
  Haut	
  

UV-Strahlung wird anhand ihrer Wellenlänge in UVC- (200-280 nm), UVB- (280-320 nm) und 

UVA-Strahlung (320-400 nm) unterteilt. UVC-Strahlung wird aufgrund ihrer geringen 

Wellenlänge von den obersten Luftschichten der Atmosphäre und der Ozonschicht 

absorbiert und gelangt dadurch nicht bis zur Erdoberfläche. Im Laborversuch wird die Haut 

durch die Hornschicht nahezu vollständig gegen UVC-Strahlung abgeschirmt. UVB- und 

UVA-Strahlung dagegen können aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften (Wellenlänge, 

Energie) tiefer in die Haut eindringen und üben dort ihre spezifischen, schädigenden Effekte 

auf die Zellen der Haut aus. Die Wirkung der UVB-Strahlung entfaltet sich dabei 

hauptsächlich in der IFE, wohingegen UVA-Strahlung aufgrund ihrer höheren Wellenlänge 

tiefer in die Haut eindringen kann [Timares et al., 2008]. Die Eindringtiefe der UV-Strahlung 

in die Haut wird dabei zusätzlich durch die Dicke der Haut beeinflusst. Da, im Vergleich zur 

menschlichen Haut mit einer Dicke von 70 bis ca. 150 µm, murine Haut nur eine Dicke von 

durchschnittlich ca. 27 µm besitzt, kann UV-Strahlung generell tiefer in die Haut von Mäusen 

eindringen (vgl. Abb. 1-3).     
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Die biologische Wirkung der UV-Strahlung nimmt mit zunehmender Eindringtiefe in die Haut 

aufgrund von wellenlängeabhängigen Interaktionen ab. Besonders UVB-Strahlung wird von 

den photosensiblen Bestandteilen der epidermalen Keratinozyten, wie z.B. von der DNA 

bzw. dem Chromatin, Proteinen und Lipiden absorbiert, die dadurch im Ablauf 

photophysikalischer und photochemischer Reaktionen verändert werden können und 

Änderungen in der molekularen und zellulären Struktur von Hautzellen hervorrufen. Aus 

diesem Grund wird UVB-Strahlung als der Hauptinduktor von Apoptose in den epidermalen 

Keratinozyten der Haut angesehen [Young, 1987]. 

 

1.1.2.1 Induktion	
  des	
  Zelltods	
  durch	
  UVB-­‐Strahlung	
  in	
  der	
  Haut	
  

UVB-Strahlung wird von den Keratinozyten der Epidermis absorbiert. Dies führt zu einer 

Reihe von zellulären Veränderungen und kann bei starker Schädigung der Zellen, z.B. durch 

eine zu hohe UV-Dosis, zur Induktion von Apoptose in der Epidermis führen. Die UV-

induzierte Apoptose der Keratinozyten sorgt für die Eliminierung geschädigter Zellen, um der 

Gefahr einer möglichen Entartung der geschädigten Zellen entgegenzuwirken.  

 

Die Induktion von Apoptose durch UVB-Strahlung ist ein komplexer Mechanismus, der durch 

eine Vielzahl verschiedener Signalwege beeinflusst wird. Zum einen kann eine Apoptose der 

Keratinozyten durch eine direkte Schädigung der DNA induziert werden, zum anderen 

Abbildung	
  1-­‐3:	
  Eindringtiefe	
  und	
  Transmission	
  der	
  unterschiedlichen	
  UV-­‐Strahlungsarten	
  in	
  die	
  menschliche	
  Haut	
  und	
  
in	
  die	
  Maushaut.	
  Aufgrund	
  der	
  unterschiedlichen	
  Hautdicken	
  von	
  Menschen	
  und	
  Mäusen	
  ergeben	
   sich	
  verschiedene	
  
Eindringtiefen	
  von	
  UVC-­‐,	
  UVB-­‐	
  und	
  UVA-­‐Strahlung.	
  UVC-­‐Strahlung	
  wird	
  nahezu	
  vollständig	
  absorbiert,	
  wohingegen	
  UVB-­‐	
  
und	
   UVA-­‐Strahlung	
   tiefer	
   in	
   die	
   Haut	
   eindringen	
   kann.	
   [Timares	
   et	
   al.,	
   2008	
   (modifiziert	
   und	
   übersetzt	
   aus	
   dem	
  
Englischen)]	
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können apoptotische Prozesse durch eine verstärkte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies1 

(ROS) oder durch Aktivierung von Todesrezeptoren ausgelöst werden [Kulms et al., 2002]. 

Die verschiedenen Wege der Induktion apoptotischer Prozesse nach UVB-Bestrahlung in 

Keratinozyten sind in Abbildung 1-4 zusammengefasst.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Durch direkte Wechselwirkung von UVB-Strahlung mit der nukleären DNA entstehen 

hauptsächlich zwei Arten von Läsionen: Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere (CPDs) oder (6-4)-

Pyrimidin-Pyrimidon-Photoprodukten (6-4PP), die durch Dimerbildung zweier benachbarter 

Pyrimidinbasen (Thymin, Cytosin) entstehen. Unter ihnen stellt die Bildung von CPDs den 

häufigsten UVB induzierten DNA-Schaden dar [Matsunaga et al., 1991]. Der Großteil dieser 

Schäden wird durch die DNA-Reparatur-Maschinerie der Zelle in Form der Nukleotid-

Exzisions-Reparatur entfernt [Costa et al., 2003; Moser et al., 2005]. Werden die Schäden 

jedoch nicht ausreichend repariert oder ist die Schädigung der Zelle zu groß, kommt es zu 

einer Expression pro-apoptotischer Bcl-2-Proteinfamilienmitgliedern wie Bax oder Bak, die 

durch Membranschädigung für eine Ausschüttung von Cytochrom C durch die Mitochondrien 

sorgen und so die Bildung des Apoptosoms im Zytoplasma induzieren. Im Anschluss wird 
                                                 
1 Unter dem Begriff „reaktive Sauerstoff Spezies“ werden freie Radikale (z.B. Hyperoxid-Anion O2

--, Hydroxyl- OH⋅, Peroxyl- 
ROO⋅, Alkoxyl-Radikal RO⋅) sowie stabile molekulare Oxidantien (z.B. Wasserstoffperoxid h2O2, Hydroperoxid ROOH, Singulett-
Sauerstoff 1O2,) zusammengefasst. 

Abbildung	
   1-­‐4:	
   UVB-­‐abhängige	
   Signalwege	
   zur	
   Induktion	
   apoptotischer	
   Prozesse	
   in	
   Keratinozyten.	
   Obige	
  
Abbildung	
   stellt	
   die	
   verschiedenen	
   apoptotischen	
   Signalwege,	
   die	
   durch	
   Bestrahlung	
  mit	
   UVB	
   induziert	
  werden,	
  
schematisch	
  dar.	
  [Lippens	
  et	
  al.,	
  2009	
  (modifiziert	
  und	
  übersetzt	
  aus	
  dem	
  Englischen)]	
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eine Kaskade an Caspasen2 durch Aktivierung von Caspase 9 in Gang gesetzt. Aktivierte 

Initiator-Caspasen wie Caspase 9 spalten anschließend die pro-Form nachgeschalteter 

Effektor-Caspasen [Sitailo et al., 2002]. Eine wichtige Effektor-Caspase ist Caspase 3, die 

den Abbau zellulärer Bestandteile initiiert und für die Aktivierung von Endonukleasen, die die 

nukleäre DNA spalten, verantwortlich ist. Die fragmentierte DNA apoptotischer Zellen kann 

auch durch TUNEL3-Färbung nachgewiesen werden [Gavrieli et al., 1992; Labat-Moleur et 

al., 1998], durch die über eine enzymatische Reaktion die freiwerdenden, endständigen 

Hydroxylgruppen der DNA-Bruchstücke fluoreszenzmarkiert werden. Der beschriebene 

mitochondriale Signalweg, auch intrinsischer Weg genannt, kann zum einen durch 

Blockierung der Cytochrom C-Ausschüttung durch anti-apoptotische Mitglieder der Bcl-2-

Proteinfamilie wie Bcl-2 oder Bcl-XL [Hockenbery et al., 1990], zum anderen durch IAPs 

(Apoptose-inhibitorische Proteine), die eine Spaltung der Caspasen unterbinden [Deveraux 

et al., 1997], inhibiert werden.    

 

Ein weiterer Weg zur Apoptose-Induktion stellt die Aktivierung von Todesrezeptoren dar 

(extrinsischer Signalweg). Todesrezeptoren gehören zur TNF-Rezeptor-Superfamilie und 

umfassen TNFR1, TRAIL-Rezeptoren sowie den Fas-Rezeptor [Leverkus et al., 1997; Kibitel 

et al., 1998; Qin et al., 2004]. Die UVB-induzierte Expression der rezeptorabhängigen 

Liganden und deren extrazelluläre Bindung an ihren spezifischen Rezeptor führt zu einer 

Aktivierung der Caspasen-Kasade über die Spaltung der Initiator-Caspase 8, die wiederum 

die Effektor-Caspase 3 aktiviert. Für den Fas-Rezeptor wurde gezeigt, dass dieser nach 

Bestrahlung mit hohen UVB-Dosen Caspase 8 auch über einen Liganden-unabhängigen 

Mechanismus aktivieren kann [Aragane et al., 1998]. Allerdings zeigen jüngere Arbeiten 

unserer Arbeitsgruppe, dass Fas für die UV-induzierte Apoptose von Keratinozyten nicht 

erforderlich ist [Hedrych-Ozimina et al., 2010].  

 

Zusätzlich kann die UVB-abhängige Apoptose durch die exzessive Bildung von ROS aktiviert 

werden. ROS werden hauptsächlich durch direkte photochemische Reaktionen im 

Zytoplasma gebildet, können aber auch durch eine UVB-abhängige Aktivierung von 

Wachstumsfaktor-Rezeptoren wie dem EGFR gebildet werden. Die Bildung der ROS ist 

dabei vermutlich durch Nox1 reguliert [Wang & Kochevar, 2005]. Zelluläre ROS können zum 

einen die DNA und zelluläre Proteine direkt schädigen [Farber, 1994], zum anderen sind sie 

in der Lage, die ASK1-p38 MAPK-Signalkaskade zu aktivieren [Peus et al., 1999]. Eine 

Aktivierung von p38 führt zu einer Aktivierung und Translokation von Bax in die 

                                                 
2 Caspasen sind Cysteinproteasen, die Peptidbindungen an Aspartat-Residuen C-terminal spalten. 
3 TdT (terminale Desoxyribonucleotidyl-Transferase)- mediated dUTP-biotin nick end labeling 
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Mitochondrien [Van Laethem et al., 2004], wo Bax die Ausschüttung von Cytochrom C 

induziert und damit die Bildung des Apoptosoms einleitet. 

 

Apoptotische Keratinozyten, auch Sonnenbrandzellen (SBZ) genannt, können in H&E-

gefärbten Schnitten leicht nachgewiesen werden, da sie histologisch durch einen 

pyknotischen (verdichteten) Nukleus sowie ein geschrumpftes, eosinophiles Zytoplasma 

charakterisiert sind [Daniels et al., 1961]. In Maushaut sind bereits 8 h nach Bestrahlung 

SBZ in der IFE zu finden, wobei das Maximum der SBZ erst nach 24-48 h erreicht wird. Nach 

ca. 60-72 h können keine SBZ mehr nachgewiesen werden [Woodcock & Magnus, 1976; 

Murphy et al., 2001].  

 

 

1.2 Aufbau	
  und	
  Funktion	
  des	
  Haarfollikels	
  

Der Haarfollikel zählt zu den Anhangsgebilden der Haut. Er besteht aus einem oberen, 

permanenten Abschnitt und einem tiefer gelegenen, nicht-permanenten Abschnitt, in dem die 

Bildung des Haares erfolgt. Weiterhin wird der Haarfollikel aufgrund seiner Schichtung in 

äußere Haarwurzelscheide, drei konzentrische Lagen der inneren Haarwurzelscheide und 

drei konzentrische Lagen haarbildender Zellen aufgeteilt. Die äußere Haarwurzelscheide 

hängt direkt mit der Basalzellschicht der IFE zusammen und ist ihr aufgrund gemeinsamer 

Marker biochemisch ähnlich. Am unteren Ende des Haarfollikels, im Haarbulbus, befindet 

sich eine Population sich schnell teilender Keratinozyten der Haarmatrix, die durch 

Differenzierung alle Schichten der inneren Haarwurzelscheide und des Haarschafts bilden. 

 

1.2.1 Haarmorphogenese	
  	
  

Haarmorphogenese bezeichnet den Prozess der ersten Bildung und des ersten 

Haarwachstums während der Embryonalentwicklung. Die Haarbildung wird dabei durch 

Interaktion von einwandernden mesenchymalen Zellen mit dem darüberliegenden Epithel 

induziert. Es entstehen die als kleine epidermale Ausläufer in die Dermis ragenden 

Haarplakoden [Hardy, 1992]. Darauf folgend wachsen diese in die darunterliegende Dermis 

ein und es kommt zur Bildung des Haarbulbus sowie zu einer Kondensation dermaler Zellen 

im Bereich des Haarbulbus, die als dermale Papille bezeichnet wird. Im Anschluss folgt ein 

weiteres Längenwachstum der Haarplakode sowie eine Differenzierung der inneren Zellen 

der Plakode in die unterschiedlichen Haarfollikelschichten. Anhand von verschiedenen 

Merkmalen und Prozessen, die während der Morphogenese induziert werden, können die 

gebildeten Haarfollikel in verschiedene Morphogenesestadien eingeordnet werden [Paus et 

al., 1999]. Dazu gehören die Haarfollikelstruktur, die Haarschaftdifferenzierung und 
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Haarschaftpigmentierung sowie die Entwicklung der dermalen Papille (vgl. Abb. 1-5). Die 

genauen Kennzeichen der einzelnen Stadien werden im Folgenden näher erläutert: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Histologisch ist das Stadium 0 lediglich durch eine „Ansammlung von Zellnuklei“ 

gekennzeichnet und daher schwierig zu erkennen. Im Stadium 1 wird der Haarkeim als 

wulstartige Verdickung epidermaler Zellen sichtbar, und es sammeln sich dermale 

Fibroblasten unterhalb des Haarkeims, die von einer veränderten Orientierung 

gekennzeichnet sind. Während des zweiten Stadiums verlängert sich der Haarkeim und 

weist ein konvexes Ende auf. Auch die dermalen Fibroblasten unterhalb des Keims 

verdichten sich. Im Stadium 3 zeigt der Haarzapfen nun ein konkaves basales Ende. Die 

Keratinozyten innerhalb des Zapfens zeigen einen säulenartigen, radial zur follikulären 

Achse verlaufenden Aufbau. In Haarfollikeln des vierten Stadiums wird der Haarbulbus 

schließlich als Verdickung am Ende des Haarzapfens sichtbar, und es bildet sich die 

kegelförmig erscheinende innere Haarwurzelscheide. Die dermale Papille ist zu diesem 

Zeitpunkt zu 50% von der Haarmatrix umschlossen. In Stadium 5 verlängert sich die innere 

Haarwurzelscheide nach oben hin, und die Bulge-Region wird erstmals als Verdickung 

sichtbar. Weiterhin können die ersten Sebozyten nachgewiesen werden. Die dermale Papille 

ist nahezu vollständig umschlossen und besitzt eine ovale Form. Außerdem sind die ersten 

Melaningranula im Prä-Cortex zu erkennen. Darauf folgend (Stadium 6) werden die 

Talgdrüse und der Haarkanal erstmals sichtbar, und die innere Haarwurzelscheide enthält 

nun den ausgebildeten Haarschaft, in dem erste Melaningranula zu finden sind. Die dermale 

Papille ist in diesem Stadium vollständig von der Haarmatrix umschlossen. Während des 

siebten Stadiums verlässt die Spitze des Haarschafts die innere Haarwurzelscheide und tritt 

in den Haarkanal ein. Die Talgdrüse ist nun seitlich am Haarfollikel lokalisiert. Haarfollikel 

Abbildung	
   1-­‐5:	
   Stadien	
   der	
   Haarfollikelmorphogenese.	
   Es	
   ist	
   die	
   Entwicklung	
   des	
   Haarfollikels	
  
während	
  der	
  Morphogenese	
  mit	
  den	
  in	
  Paus	
  et	
  al.,	
  1999	
  	
  festgelegten	
  Stadien	
  dargestellt.	
  [Paus	
  et	
  al.,	
  
1999	
  (übersetzt	
  aus	
  dem	
  Englischen)]	
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des letzten Stadiums (Stadium 8) weisen eine maximale Länge auf und reichen bis zum 

Panniculus carnosus4. Der Haarschaft durchbricht die Epidermis. 

 

1.2.2 Haarfollikel-­‐	
  und	
  Haardifferenzierung	
  	
  

Die erste Differenzierung der Haarfollikel und des Haares findet während der 

Haarmorphogenese statt, wiederholt sich jedoch während jeder Wachstumsphase des 

Haares erneut. Dabei entsteht die für den inneren Anteil des Haarfollikels typische 

Schichtung [Kopan et al., 2002; Legue & Nicolas, 2005].  

 

Signale aus der dermalen Papille sorgen für die Induktion der Expression bestimmter Gene 

und die Differenzierung der proliferierenden Haarmatrixzellen. Im Verlauf der Differenzierung 

grenzt sich zunächst der „Companion Layer“ (Cp) von der äußeren (ORS) und inneren 

Haarwurzelscheide (IRS) ab und die innere Haarwurzelscheide sowie die Zellen des 

Haarschafts differenzieren zu jeweils drei konzentrisch angeordnete Lagen von 

Zellschichten. Die innere Haarwurzelscheide teilt sich in die Henle’sche (He) und die 

Huxley’sche Schicht (Hu) sowie die Culticula der inneren Haarwurzelscheide (Ci). Die 

haarschaftbildenden Zellen differenzieren zu Haarcuticula (C), Haarcortex (Cx) und Medulla 

(M) (vgl. Abb. 1-6). Hierdurch ist eine aus sieben konzentrisch angeordneten Schichten 

bestehende innere Haarfollikelstruktur entstanden, die von Zellen der Haarmatrix 

abstammen. Während der Differenzierung der Haarmatrixzellen sind sowohl der 

Transkriptionsfaktor Lef1 als auch ß-Catenin (ß-Cat) von Bedeutung. Nukleäres ß-Catenin, 

d.h. transkriptionell aktives ß-Catenin und Lef1 sind im Haarfollikel vornehmlich in den Zellen 

der oberen Haarmatrix zu finden [Tsuji et al., 2001], wo sie an der Bildung und 

Differenzierung des Haarschafts beteiligt sind [DasGupta & Fuchs, 1999; Narhi et al., 2008]. 

Der Transkriptionsfaktor Foxn1 dagegen wird in postmitotischen Vorläuferzellen des 

differenzierenden Cortex und der Cuticula exprimiert [Lee et al., 1999] und besitzt eine 

wichtige Rolle in der Differenzierung des Haarschafts und der Haarmedulla [Johns et al., 

2005; Cai et al., 2009]. Auch eine Mutation von Foxn1, die als „Nude-Mutation“ bezeichnet 

wird, hat einen Verlust des Fells zur Folge, der auf eine Deformation der Haarfollikel und 

einen daraus resultierenden Penetrationsdefekt der Haarfollikel durch die Epidermis 

zurückzuführen ist [Mecklenburg, 2001; Mecklenburg et al., 2005]. Ähnlich hierzu haben 

auch Mutationsstudien des Transkriptionsfaktors Hoxc13 gezeigt, dass eine Veränderung in 

dessen Expression zu Abnormitäten im Haarschaft führt [Godwin & Capecchi, 1998]. Im 

Gegensatz dazu spielt der Transkriptionsfaktor „CCAAT displacement“ Protein (CDP), auch 

Cutl1 genannt, eine wichtige Rolle in der Differenzierung der inneren Haarwurzelscheide, wo 
                                                 
4 zusätzliche Muskelschicht, die in muriner Haut innerhalb der Dermis zu finden ist 
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CDP an der Expressionskontrolle verschiedener IRS-spezifischer Gene beteiligt ist [Ellis, 

2001]. Wie CDP besitzt auch Gata-3 eine wichtige Funktion in der Differenzierung der 

inneren Haarwurzelscheide [Kaufman et al., 2003] (vgl. Abb. 1-6). Weitere, für die 

Differenzierung der inneren Haarwurzelscheide und des Haarschafts wichtige Signalwege, 

die in diesem Zusammenhang zu nennen wären, sind der Notch-Signalweg [Pan et al., 2004; 

Blanpain et al., 2006] sowie den BMP-Signalweg [Ming Kwan et al., 2004], auf deren genaue 

Funktion jedoch hier nicht näher eingegangen werden soll. Wie eine Vielzahl an Studien 

gezeigt hat, zieht eine Störung der zuvor genannten Signalwege oftmals eine Veränderung in 

der Expression der Haarkeratine nach sich. Diese Keratine zeigen ein spezifisches 

Expressionsmuster, nach dem die unterschiedlichen Schichten des Haarfollikels eindeutig 

identifiziert werden können [zusammengefasst in Moll et al., 2008]. Man unterscheidet 

Keratine der inneren Haarwurzelscheide (IRS Keratine) und Haarschaftkeratine (siehe Abb. 

1-6). Wie bei den epidermalen Keratinen sind auch unter den Haarfollikelkeratinen sowohl 

Typ I als auch Typ II Keratine zu finden (siehe Abschnitt 1.1.1.1). Haarkeratine sind die 

wichtigsten strukturgebenden Proteine des Haarfollikels und im Besonderen des 

Haarschafts.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung	
   1-­‐6:	
   Schichtung	
   des	
   Haarfollikels	
   und	
   Expressionsmuster	
   wichtiger	
   Signalmoleküle	
   und	
   Keratine.	
   Die	
  
proliferierenden	
  Matrixzellen	
   (blau,	
   Ki67	
   positiv)	
   sorgen	
   für	
   die	
   Bildung	
   der	
   unterschiedlichen	
  Haarfollikelschichten.	
   Diese	
  
sind	
  durch	
  die	
  spezifische	
  Expression	
  wichtiger	
  Signalmoleküle	
  und	
  Keratine	
  während	
  der	
  Differenzierung	
  gekennzeichnet.	
  ß-­‐
Cat:	
  ß-­‐Catenin,	
  C:	
  Cuticula,	
  CDP:	
  „CCAAT	
  displacement“	
  Protein,	
  Ci:	
  Cuticula	
  der	
  inneren	
  Haarwurzelscheide,	
  Cx:	
  Cortex,	
  Cp:	
  
„Companion	
  Layer“,	
  DP:	
  dermale	
  Papille,	
  He:	
  Henle’sche	
  Schicht,	
  Hu:	
  Huxley’sche	
  Schicht,	
  IRS:	
  innere	
  Haarwurzelscheide,	
  M:	
  
Medulla,	
  ORS:	
  äußere	
  Haarwurzelscheide	
  [Fuchs,	
  2007	
  (modifiziert	
  und	
  übersetzt	
  aus	
  dem	
  Englischen)]	
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Der Haarschaft von Mäusen besitzt einen leiterartigen Aufbau. Durch transmissions-

elektronenmikroskopische Studien konnte gezeigt werden, dass mit Beginn der 

Differenzierung zunächst eine Vielzahl an Pseudopodien um die Oberfläche der 

Medullazellen entstehen, welche diese in einer ringförmigen Struktur umrahmen. Zur 

gleichen Zeit werden Mechanismen in Gang gesetzt, die für eine Ausdehnung dieser 

Strukturen in die Medulla sorgen und so zu einer Einschnürung der Medullazellen führen. 

Diese Bereiche werden anschließend durch Haarcortexkeratine aufgefüllt, um die Strukturen 

zu festigen. Zur gleichen Zeit entstehen Lücken an den Grenzen der benachbarten 

Medullazellen. Schließlich induzieren die Medullazellen den Zelltod und hinterlassen die 

typische leiterähnliche Struktur in der Medulla [Morioka, 2005; Morioka, 2009] (siehe Abb. 1-

7). Informationen über mögliche Signalwege und Mechanismen, die die Ausbildung dieser 

Strukturen beeinflussen könnten, fehlen jedoch bisher.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.2.1 Ausbildung	
  der	
  unterschiedlichen	
  Haartypen	
  während	
  der	
  Morphogenese	
  

Neben spezialisierten Haartypen, wie Tasthaaren und den Haaren im Bereich des 

Schwanzes von Mäusen, findet man im Körperfell vier verschiedene Haartypen: Guard-, Awl-

, Auchene- und Zigzag-Haare. Sie unterscheiden sich durch den Zeitpunkt der Bildung der 

Haarfollikelanlagen sowie durch Länge und Struktur, wie Krümmungen des Haarschafts und 

Anzahl der entstandenen Medullasäulen [Sundberg, 1994]. Die Charakteristika der 

verschiedenen Haartypen sowie beispielhafte Darstellungen der Haare und typischer 

Haarschaftstrukturen wurden zur besseren Übersicht in Abbildung 1-8 zusammengefasst. 

Sie können zur Analyse möglicher Unterschiede in der Zusammensetzung der 

verschiedenen Haartypen herangezogen werden. 

Abbildung	
   1-­‐7:	
   Strukturbildung	
   des	
   Haarschafts	
   nach	
  Morioka,	
   2009.	
  Die	
   Abbildung	
   zeigt	
   die	
   fortscheitenden	
  
Stadien	
   der	
   Haarschaftstrukturbildung	
   unter	
   dem	
   TEM	
   (a-­‐d,	
   Skalierungsbalken:	
   1	
   µm)	
   sowie	
   eine	
   schematische	
  
Zusammenfassung	
  der	
  Abläufe	
  (e).	
  M:	
  Medulla,	
  Cx:	
  Cortex.	
  [Morioka,	
  2009	
  (übersetzt	
  aus	
  dem	
  Englischen)]	
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Die Struktur der verschiedenen Haartypen wird durch eine Reihe von Proteinen beeinflusst. 

Besonders gut charakterisiert sind hierbei die Proteine, die für die Krümmungen in den 

Zigzag-Haaren, das so genannte Haarschaft-„Bending“, verantwortlich sind. Zu diesen 

zählen die Proteine des IGF-Signalwegs IGF-1 und IGFBP5 [Schlake, 2005b; Weger & 

Schlake, 2005] sowie FGFR2-IIIb des FGF-Signalwegs [Petiot et al., 2003; Schlake, 2005a] 

und der Transkriptionsfaktor Krox20, welcher vermutlich die Expression von IGFBP5 reguliert 

[Schlake, 2006]. Wie in Raveh et al., 2006 dargestellt, zeigen Knockout-Mäuse des Runx1 

Transkriptionsfaktors eine Störung der „Bending“-Strukturen. Auch Runx3 Knockout-Mäuse 

weisen Veränderungen in der Haarschaftstruktur auf [Raveh et al., 2005]. Weiterhin 

beeinflusst die asymmetrische Expression von Shh, die Expression des Wnt-Antagonisten 

Dkk1 [Hammerschmidt & Schlake, 2007] sowie des Myc-bindenden Transkriptionsfaktors 

Miz1 die Ausbildung der Haarschaftstrukturen [Gebhardt et al., 2007]. 

 

 

1.2.3 Zyklische	
  Regeneration	
  des	
  Haarfollikels	
  

Sowohl in menschlicher als auch in muriner Haut durchlaufen die Haarfollikel einen 

wiederkehrenden Prozess, der die Regeneration der Haarfollikel sowie die Bildung neuer 

Haarschäfte gewährleistet.  

 

Im Anschluss an die Morphogenese beginnt in Mäusen ca. zwei Wochen nach der Geburt 

der erste Haarzyklus mit dem synchronen Eintritt in die Regressionsphase (Katagen). 
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Abbildung	
   1-­‐8:	
   Charakteristika	
   der	
   verschiedenen	
   Haartypen	
   in	
   Mäusen.	
   (a)	
   fasst	
   tabellarisch	
   die	
   Charakteristika	
   der	
  
verschiedenen	
  Haartypen	
  nach	
  Sundberg,	
  1994	
  zusammen,	
  (b)	
  zeigt	
  beispielhaft	
  die	
  Struktur	
  von	
  Guard-­‐,	
  Awl-­‐,	
  Zigzag-­‐	
  und	
  
Auchene-­‐Haaren,	
  wie	
  sie	
  sich	
  unter	
  dem	
  Lichtmikroskop	
  ergibt,	
  sowie	
  den	
  strukturellen	
  Aufbau	
  der	
  Medulla	
  [Schlake,	
  2005a].	
  	
  	
  

a b 

G	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Aw	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Z	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Au	
  



  Einleitung	
  

14	
  

Während dieser Phase erfolgt der graduelle Abbau des nicht-permanenten Teils des 

Haarfollikels. Dieser Prozess, bestehend aus Differenzierung und Apoptose, beinhaltet das 

Einstellen des Zellwachstums und der Pigmentbildung, das Entlassen der Zellen der 

dermalen Papille aus dem Haarbulbus, den Verlust der lagenartigen Differenzierung sowie 

den Abbau des inneren Teils des Follikels durch Induktion apoptotischer Prozesse [Lindner 

et al., 1997; Stenn & Paus, 1999]. In der anschließenden Ruhephase (Telogen), die im 

ersten Haarzyklus bis ca. Tag 21 p.p. andauert, befinden sich die Haarfollikel im oberen bis 

mittleren Teil der Dermis. Die Keratinozyten der unteren Region des Telogen-Haarfollikels 

sind von ruhender Natur. Sie zeigen kaum DNA- oder RNA-Syntheseaktivität [Silver & 

Chase, 1970] und synthetisieren keine Proteine, wie Trichohyalin und Haarcortexkeratine 

[Bowden et al., 1998]. Mit Einsetzen der nächsten Wachstumsphase (Anagen) beginnen die 

Zellen des verbleibenden Haarkeims erneut zu proliferieren und wachsen in die Dermis ein, 

um die dermale Papille zu umschließen [Müller-Röver et al., 2001]. Die einzelnen Schritte 

des Haarzyklus sind in Abbildung 1-9 zusammengefasst. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung	
  1-­‐9:	
  Phasen	
  der	
  zyklischen	
  Regeneration	
  der	
  Haarfollikels.	
   Im	
  Anschluss	
  an	
  die	
  Haarmorphogenese	
  beginnt	
  der	
  
erste	
  postnatale	
  Haarzyklus	
  nach	
  Ausbildung	
  der	
  Anagen-­‐Haarfollikel	
  mit	
  dem	
  synchronen	
  Eintritt	
  in	
  die	
  Katagenphase.	
  Nach	
  
der	
   folgenden	
   Telogenphase	
   treten	
   die	
   Haarfollikel	
   dann	
   erneut	
   in	
   die	
   Anagenphase	
   ein.	
   [Fuchs,	
   2007	
   (modifiziert	
   und	
  
übersetzt	
  aus	
  dem	
  Englischen)]	
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Weist ein Haarfollikel irreversible Veränderungen auf, tritt dieser aus dem Haarzyklus aus. 

Der Haarfollikel wird dabei durch einen Angriff von inflammatorischen Zellen abgebaut. Die 

Eliminierung des Haarfollikels wird von Eichmüller et al., 1998 mit dem Ausdruck 

„programmed organ deletion“ beschrieben.  

 

1.2.3.1 Bedeutung	
   der	
   Stammzellen	
   der	
   Bulge-­‐Region	
   für	
   die	
   Haarfollikelbildung	
   und	
  

Haarfollikelregeneration	
  

„Label Retaining5“ Studien, die bereits in den 1990er Jahren durchgeführt wurden, haben 

gezeigt, dass sich der größte Teil der „Label“-erhaltenden Zellen im Bereich der Bulge-

Region befinden. Die Bulge-Region ist Teil der äußeren Haarwurzelscheide des Haarfollikels 

und ist im unteren Bereich des permanenten Teils des Haarfollikels unterhalb der Talgdrüsen 

lokalisiert [Cotsarelis et al., 1990] (vgl. Abb. 1-9). Keratinozyten, die aus diesem Bereich des 

Haarfollikels isoliert und in vitro kultiviert worden sind, zeigen ein hohes proliferatives 

Potential [Morris & Potten, 1994]. Es wird daher angenommen, dass es sich bei dieser 

Population um Stammzellen des Haarfollikels handelt. Sie werden als multipotent 

angesehen, da sie in der Lage sind, nicht nur den Haarfollikel zu regenerieren, sondern auch 

Epidermis und Talgdrüsen zu bilden [Taylor et al., 2000; Oshima et al., 2001]. Während des 

Haarzyklus gewährleisten diese die Regeneration des nicht-permanenten Teils des 

Haarfollikels. Ein Mechanismus zur Regeneration des Haarfollikels wird durch die Bulge-

Aktivierungshypothese beschrieben. Diese besagt, dass ein Teil der Bulge-Stammzellen zu 

Beginn einer Anagenphase durch Signale des mesenchymalen Anteils des Haarfollikels in 

der dermalen Papille aktiviert wird und sich zu teilen beginnt [Cotsarelis et al., 1990; Wilson 

et al., 1994; Tumbar et al., 2004]. Es wird angenommen, dass diese bzw. ihre Tochterzellen 

entlang der äußeren Schicht des sich bildenden Haarfollikels in den Haarbulbus einwandern 

[Oshima et al., 2001]. Sie bilden die Zellen der Haarmatrix, die sich schnell teilen und so für 

die Elongation des Haarfollikels verantwortlich sind [Cotsarelis et al., 1990; Sun et al., 1991]. 

Durch Differenzierung sorgen sie außerdem für eine Bildung der verschiedenen 

Haarfollikelzellschichten [Legue & Nicolas, 2005]. Eine weiteres Modell, welches basierend 

auf verschiedenen Studien von Panteleyev et al., 2001 postuliert wurde, die so genannte 

Haar-Prädeterminationshypothese, schlägt einen Mechanismus vor, in dem durch die 

dermale Papille zunächst die Zellen des Haarkeims aktiviert werden, die ihrerseits für eine 

Aktivierung der Bulge-Zellen sorgen. Die Aktivierung des Haarkeims induziert daraufhin die 

Bildung der inneren Schichten des Haarfollikels, wohingegen die proliferierenden Zellen der 

Bulge-Region für die Bildung der äußeren Haarwurzelscheide verantwortlich sind.   

                                                 
5Epitheliale Zellen werden mit [3H]-gebundenem Thymidin markiert. Proliferierende Zellen verlieren durch Zellteilung die 
Markierung. Nur langsam teilende Zellen, von denen angenommen wird, dass diese Stammzellen sind, behalten die Markierung 
auch nach längerer Beobachtungszeit. 
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1.3 Melanozyten	
  und	
  Melanozytenvorläuferzellen	
  in	
  muriner	
  Haut	
  

Die aus der Neuralleiste stammenden Melanoblasten (Melanozytenvorläuferzellen) sind 

erstmals um Tag 8,5 bis 12 der Embryonalentwicklung bei Mäusen im Ektoderm und 

Mesoderm nachzuweisen. Die Einwanderung der Melanoblasten in die Haut erfolgt über den 

später die Dermis bildenden Teil des Mesoderms [Rawles, 1947]. Während Tag 12,5 bis 

13,5 der Embryonalentwicklung überwinden die Melanoblasten die Basalmembran und 

wandern aus der Dermis in die Epidermis ein [Mayer, 1973; Hirobe, 1992; Kunisada et al., 

1998]. Ungefähr zur gleichen Zeit beginnen sie mit der Synthese erster Melanosomen. An 

Tag 16 der Embryonalentwicklung differenzieren sie schließlich zu reifen Melanozyten 

[Hirobe, 1984]. Sobald sich um Tag 15 der Embryonalentwicklung die ersten Haarkeime 

bilden, wandern die Melanoblasten der Epidermis in die wachsenden Haarfollikel hinein 

[Hirobe, 1984], wobei nur wenige Melanoblasten und Melanozyten in der Epidermis 

verbleiben [Reynolds, 1954]. Die follikulären Melanoblasten lokalisieren sich schließlich in 

der Haarmatrix und beginnen dort um Tag 16 in reife Melanozyten zu differenzieren [Yoshida 

et al., 1996; Nishimura et al., 1999; Peters et al., 2002; Botchkareva et al., 2003]. In den 

letzten Jahren wurde durch Kunisada et al., 1998 und Nishimura et al., 2002 jedoch gezeigt, 

dass die Lokalisation der Melanozyten reversibel ist und sie unter bestimmten 

Voraussetzungen in der Lage sind, wieder in andere vorhandene „leerstehende“ Nischen wie 

die Epidermis einzuwandern. 

 

In einem voll ausgebildeten Anagen-Haarfollikel befinden sich reife Melanozyten 

hauptsächlich in der Haarmatrix, wo sie in der Nähe der dermalen Papille lokalisiert sind 

[Hirobe, 1995]. Die aktive Melanogenese ist stark vom Haarzyklus abhängig. So 

synthetisieren die reifen Melanozyten des Haarbulbus ausschließlich während dieser Phase 

Melaningranula [Slominski et al., 1991; Slominski & Paus, 1993], die sie über ihre Dendriten 

an die umgebenden Keratinozyten abgeben und so für eine Pigmentierung des Haarschafts 

sorgen. Die Melanogenese findet in speziellen Lysosom-ähnlichen Zellorganellen, den 

Melanosomen, statt. Man unterscheidet Melanosomen, die Eumelanin (bräunlich-schwarz) 

bilden, und solche, die Phäomelanin (gelblich-rötlich) synthetisieren [Ito, 1993]. Die Synthese 

des Melanins erfolgt durch eine Tyrosinase-abhängige enzymatische Oxidation der 

Aminosäure L-Tyrosin zunächst zu L-DOPA und Dopachinon, welches in einem späteren 

Schritt über verschiedene Reaktionen für Eu- und Phäomelanin zu Melanin polymerisiert 

[Land & Riley, 2000]. Mit Ende der Anagenphase stoppt die Melaninproduktion, und die 

Melanozyten verlieren ihre Dendriten. Mit Eintreten in die Katagenphase sterben die 

Melanozyten in der Haarmatrix durch Induktion apoptotischer Prozesse ab [Tobin et al., 

1998]. In der Katagenphase können keine Melanozyten im Haarfollikel nachgewiesen 
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werden [Tobin et al., 1998], wohingegen in der anschließenden Telogenphase 

unpigmentierte Melanozytenvorläuferzellen wieder im Bereich der dermalen Papille detektiert 

werden können [Silver et al., 1969]. Es wird angenommen, dass es sich bei dieser 

Zellpopulation, die im unteren Bereich des permanenten Teils des Telogen-Haarfollikels 

lokalisiert ist, um Melanozytenstammzellen handelt [Nishimura et al., 2002]. Nach Induktion 

der nächsten Anagenphase beginnen sie zu proliferieren und wandern zur dermalen Papille 

und in die Haarmatrix ein, wo sie sich weiter teilen und zu reifen Pigment-produzierenden 

Melanozyten differenzieren [Nishimura et al., 2002]. Ein Verlust dieser Melanozyten-

stammzellpopulation in der Bulge-Region resultiert in einem Ergrauen der Haare in den 

folgenden Haarzyklen [Nishimura et al., 2005], was die Wichtigkeit dieser Zellen für die 

Regenerierung der Melanozytenpopulationen im Haarbulbus und die Pigmentierung des 

Haares demonstriert. 

 

 

1.4 Struktur	
  und	
  Funktion	
  von	
  kleinen	
  GTPasen	
  

Die Superfamilie der kleinen GTP-bindenden Proteine (G-Proteine) umfasst in Eukaryonten 

mehr als 100 Mitglieder, die aufgrund struktureller und funktioneller Unterschiede in fünf 

verschiedene Familien unterteilt werden: Ras, Rho, Sar1/Arf, Ran und Rab GTPasen 

[Bourne et al., 1990]. Die Ras-Familie reguliert hauptsächlich die Genexpression, 

wohingegen die Mitglieder der Rho-Familie vorwiegend eine Funktion in der Reorganisation 

des Zytoskeletts übernehmen. Die Mitglieder der Rab und Sar1/Arf Unterfamilien regulieren 

den interzellulären Vesikeltransport, die GTPasen der Ran-Familie, den 

nukleozytoplasmatischen Transport und die Mikrotubuli-Organisation während des Zellzyklus 

[Takai et al., 2001].  

 

1.4.1 Familie	
  der	
  Rho-­‐GTPasen	
  

Zur Familie der Rho-GTPasen in Säugetieren zählen mindestens 22 verschiedene 

Mitglieder, die aufgrund ihrer Aminosäure-Sequenzidentität, Struktur und biologischer 

Funktion in sechs Untergruppen unterteilt werden: RhoA-ähnliche, Rac-ähnliche, Cdc42-

ähnliche GTPasen sowie die Rnd-, RhoBTB -und Miro-Unterfamilien.  

 

Zu den RhoA-ähnlichen Mitgliedern gehören RhoA, RhoB und Rho, zu der Familie der 

Cdc42-ähnlichen GTPasen zählen Cdc42 (inklusive der gehirnspezifischen Spleißvariante 

G25K), TC10, TCL, Chp/Wrch-2 sowie Wrch-1. Die Rnd-Unterfamilie umfasst Rnd1, Rnd2 

und RhoE/Rnd3, die RhoBTB-Unterfamilie die Mitglieder RhoBTB-1 bis -3 sowie die erst 

2004 beschriebene Miro-Unterfamilie Miro-1 und -2. Zur Rac-ähnlichen Unterfamilie zählen 
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Rac1 (mit seiner Spleißvariante Rac1b), Rac2, Rac3 und RhoG. Des Weiteren existieren 

Mitglieder der Rho-GTPasen, die nicht den beschriebenen Unterfamilien zugeordnet werden, 

wie RhoD, Rif und TTF/RhoH [Wennerberg & Der, 2004]. 

 

1.4.2 Struktur	
  von	
  Rho-­‐GTPasen	
  	
  

Mitglieder der Familie der Rho-GTPasen zeigen bis auf wenige Ausnahmen einen ähnlichen 

Aufbau (siehe Abb. 1-10). Generell umfassen sie nur 190 bis 250 Aminosäuren (AS), jedoch 

können bestimmte atypische Mitglieder, wie RhoBTB- oder Miro-Proteine, zusätzliche 

Domänen aufweisen, die für eine Länge von mehr als 700 Aminosäuren verantwortlich sind.  

 

Alle Rho-GTPasen sind charakterisiert durch eine Rho-Insert-Domäne [Valencia et al., 

1991]. Weiterhin besitzen sie zwei Domänen, die an der GTP-GDP-Bindung und der GTP- 

Hydrolyse-Reaktion beteiligt sind, Switch I und II genannt [Vetter & Wittinghofer, 2001]. 

Diese umrahmen die Effektorbindedomäne. C-terminal folgend besitzen sie eine 

hypervariable Region, die bei den unterschiedlichen Mitgliedern stark variiert, sowie eine 

CAAX-Box, die posttranslational modifiziert wird. Dabei wird nach proteolytischer Entfernung 

der AAX Residuen der C-terminalen CAAX Domäne (C = Cystein, A = aliphatische AS, X = 

beliebige AS) und anschließender Carboxymethylierung ein hydrophober Lipidrest 

hinzugefügt, um eine Verankerung in der Zellmembran zu ermöglichen [Glomset & 

Farnsworth, 1994]. Die posttranslationale Modifikation des C-Terminus ist außerdem wichtig 

für die Aktivierung und subzelluläre Lokalisation der Rho-GTPasen (siehe Abschnitt 1.4.4). 

   

 

 

	
  

1.4.3 Funktion	
  der	
  Rho-­‐GTPasen	
  

Die Funktionen der Rho-GTPasen sind in verschiedenen Organismen von Hefen und 

Pflanzen bis hin zu Würmern und Säugetieren evolutionär konserviert. Sie sind an einer 

Vielzahl unterschiedlicher zellulärer Prozesse beteiligt, die sich aus der Bindung an 

verschiedenste nachgeschaltete Effektorproteine ergeben. Am besten charakterisiert sind 

deren Effekte auf das Aktinzytoskelett. Sie sind jedoch ebenfalls an der Regulation der 

Zelladhäsion, der Zellpolarität, des Mikrotubulizytoskeletts, des Membrantransports oder der 

Abbildung	
  1-­‐10:	
  Domänenstruktur	
  der	
  Rho-­‐GTPasen.	
  Der	
  Großteil	
  der	
  Rho-­‐GTPasen	
  besteht	
  aus	
  zwei	
  Domänen,	
  die	
  an	
  
der	
  GTP-­‐GDP-­‐Bindung	
  beteiligt	
  sind,	
  Switch	
  I	
  und	
  II	
  (grün),	
  einer	
  Effektorbindedomäne	
  (blau),	
  einer	
  Rho-­‐Insert-­‐Domäne	
  
(violett)	
  sowie	
  einer	
  C-­‐terminalen	
  hypervariablen	
  Region	
  (orange)	
  und	
  einer	
  CAAX-­‐Box	
  (rot).	
  [nach	
  Vega	
  &	
  Ridley,	
  2008]	
  

N	
   C	
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Aktivität von Transkriptionsfaktoren beteiligt. Zudem spielen sie eine Rolle in der Regulation 

des Zellzyklus und der ROS-Produktion. Außerdem sind sie an einer Reihe von 

pathologischen Prozessen, wie der Migration von Krebszellen, Invasion, Metastasierung, 

Entzündungsreaktionen und der Wundheilung beteiligt [zusammengefasst in Etienne-

Manneville & Hall, 2002; Heasman & Ridley, 2008]. Auf spezielle Funktionen der kleinen 

Rho-GTPase Rac1 wird in Abschnitt 1.5.1.1 eingegangen.    

 

1.4.4 Zyklische	
  Aktivierung	
  von	
  Rho-­‐GTPasen	
  

Rho-GTPasen fungieren als molekulare Schalter in komplexen Signalkaskaden. Abhängig 

von der Bindung von GTP oder GDP ändern sie ihre Konformation und wechseln zyklisch 

zwischen ihrer aktiven und inaktiven Form [Takai et al., 2001]. Liegt die GTPase in der GTP-

gebundenen Form vor, spricht man von der aktiven Form, bei der GDP-gebundenen von der 

inaktiven. Die einzelnen Schritte der Aktivierung der GTPasen sind in Abbildung 1-11 

schematisch dargestellt.   

 

Der Austausch von GTP bzw. GDP wird durch Regulatoren der kleinen GTPasen wie GEFs 

(„guanine nucleotide exchange factors“) und GAPs („GTPase-activating proteins“) 

beeinflusst. Eine Aktivierung der kleinen GTPasen erfolgt vornehmlich durch Interaktion der 

Switch I- und II-Region mit GEFs, die für eine Konformationsänderung der GTPase sorgen, 

die die Bindung des energiereichen GTP begünstigt und das energieärmere GDP aus der 

Bindung entlässt [Van Aelst & D'Souza-Schorey, 1997; Kjoller & Hall, 1999]. Die so aktivierte 

GTPase durchläuft eine Veränderung der Effektorbindedomäne, so dass sie in der Lage ist, 

an nachgeschaltete Targetproteine zu binden und diese zu aktivieren. Eine Inaktivierung der 

GTPase erfolgt durch die intrinsische Hydrolyse-Aktivität der GTPasen. Da diese jedoch 

schwach ist, wird sie durch GAPs verstärkt, die den Übergangszustand der 

Hydrolysereaktion stabilisieren, und dadurch die Hydrolyserate enorm erhöhen [Lamarche & 

Hall, 1994; Ahmadian et al., 1997 Moon & Zheng, 2003]. Für Mitglieder der Rho- und Rab-

Unterfamilien ist die Regulation durch zytosolische GDIs („guanine nucleotide dissociation 

inhibitors“) zusätzlich von Bedeutung. GDIs blockieren die Aktivierung der GTPasen, indem 

eine Interaktion mit GEFs und Effektorproteinen unterbunden und die GDP-gebundene 

GTPase von der Zellmembran weg ins Zytoplasma transloziert wird [Olofsson, 1999]. Bis 

zum heutigen Zeitpunkt wurden in Säugetieren über 70 Rho-GEFs, 60 Rho-GAPs und 3 

Rho-GDIs identifiziert, die die Aktivität der Rho-GTPasen regulieren. 



  Einleitung	
  

20	
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zusätzlich kann die Aktivierung kleiner GTPasen auch durch Regulation der subzellulären 

Lokalisation erfolgen, welche von besonderer Wichtigkeit für Prozesse ist, die den Aufbau 

einer Zellpolarität erfordern, wie Migration und Zellteilung. Durch posttranslationale 

Modifikation der C-terminalen CAAX Domäne wird ein hydrophober Lipidrest (bei Rac1 

Geranylgeranyl-Rest) hinzugefügt, um eine Verankerung in der Zellmembran zu 

ermöglichen. Diese Modifikation dient des Weiteren zur Bindung an die GDI. Beide 

Mechanismen arbeiten zusammen, um eine gezielte Aktivierung und Lokalisation der 

GTPasen zu gewährleisten. 

 

Konstitutiv aktive Mutanten, wie zum Beispiel RasV12, Cdc42V12, RacL61 und RhoV14, 

besitzen eine Konformation, die einem permanent GTP-gebundenen Zustand entspricht. 

Dominant negative Mutanten, wie zum Beispiel RasN17, Cdc42N17 und RacN17, weisen 

eine niedrige Affinität zu GTP, jedoch eine hohe Affinität zu GEF-Proteinen auf und hemmen 

dadurch die Signalkaskaden der endogenen Proteine [Ridley et al., 1992].  

 

Abbildung	
  1-­‐11:	
  Zyklische	
  Regulation	
  der	
  Aktivität	
  kleiner	
  Rho-­‐GTPasen.	
  Die	
   inaktive	
  Membran	
   lokalisierte	
  GTPase	
   (a)	
  
bindet	
   an	
   einen	
   GEF	
   (b),	
   der	
   für	
   den	
   Austausch	
   von	
   GDP	
   gegen	
   GTP	
   sorgt.	
   Die	
   aktivierte	
   GTPase	
   (c)	
   kann	
   spezifische	
  
Effektormoleküle	
   binden	
   und	
   eine	
   bestimmte	
   zelluläre	
   Antwort	
   auslösen.	
   Die	
   Inaktivierung	
   der	
   GTPase	
   erfolgt	
   über	
  
Bindung	
   an	
   ein	
   GAP-­‐Molekül	
   (d).	
   Im	
   GDP-­‐gebundenen	
   Zustand	
   kann	
   ein	
   GDI	
   an	
   die	
   GTPase	
   binden	
   und	
   diese	
  
zytoplasmatisch	
  lokalisieren	
  (e).	
  Die	
  Dissoziation	
  dieses	
  Komplexes	
  wird	
  durch	
  GDI-­‐Dissoziationsfaktoren	
  (GDF)	
  katalysiert	
  
(f).	
  [Quelle:	
  http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/bb/Ral_-­‐_GTPase_cycle.png]	
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1.5 Beschriebene	
  Isoformen	
  von	
  Rac	
  

Die Bezeichnung Rac, „ras-related C3 botulinum toxin substrate“, wurde ursprünglich von 

dessen Vermögen zur Bindung an das Exoenzym C3 von Clostridium botulinum abgeleitet. 

Bisher sind drei verschiedenen Isoformen von Rac in der Literatur beschrieben worden, die 

mit Rac1 bis 3 bezeichnet werden. Sie unterscheiden sich durch ihre individuellen 

Expressionsmuster: Rac1 wird ubiquitär exprimiert [Didsbury et al., 1989], wohingegen die 

Expression von Rac2 auf das hämatopoetische System [Shirsat et al., 1990] und die von 

Rac3 vornehmlich auf das Nervensystem beschränkt sind [Haataja et al., 1997]. Trotz der 

unterschiedlichen Expressionsmuster besitzen sie eine Sequenzidentität von 88% auf der 

Aminosäureebene, wobei Abweichungen hauptsächlich im Bereich der letzten 15 

Aminosäuren des C-Terminus zu finden sind.  

 

Im Jahr 2000 wurde eine zusätzliche Variante von Rac1 beschrieben, deren Expression 

hauptsächlich mit verschiedenen Krebsformen der Brust und des Kolons assoziiert ist 

[Jordan et al., 1999; Schnelzer et al., 2000; Singh et al., 2004]. Durch ein verändertes 

Spleißen besitzt Rac1b 19 zusätzliche Aminosäuren, die im Anschluss an die Switch II-

Region eingeschoben wurden. Diese ist sowohl für die Konformationsänderungen während 

des GTP/GDP-Zyklus als auch für die Bindung von regulatorischen Molekülen und 

Effektormolekülen von Bedeutung [Vetter & Wittinghofer, 2001]. Durch den Aminosäure-

Einschub in diesem Bereich entsteht ein Protein mit Eigenschaften, die einem konstitutiv 

aktiven Protein ähneln, wie eine gesteigerte intrinsische Guanin-Nukleotid-Austauschrate, 

eine verminderte intrinsische GTPase-Aktivität [Fiegen et al., 2004] sowie eine Blockierung 

der GDI-Bindung [Matos et al., 2003]. Die Funktion von Rac1b unter homöostatischen 

Bedingungen ist bisher nur wenig untersucht. Matos & Jordan, 2005 haben jedoch gezeigt, 

dass Rac1b in Mausfibroblasten über einen NFκB-abhängigen Mechanismus die G1/S-

Zellzyklusprogression vorantreibt und für ein erhöhtes Zellüberleben verantwortlich ist. 

 

1.5.1 Rac1	
  

Die ubiquitär exprimierte Rho-GTPase Rac1 wurde erstmals von Didsbury et al., 1989 im 

Jahr 1989 beschrieben. Das murine rac1 Gen, auf dem der Fokus der vorliegenden Arbeit 

liegt, ist auf Chromosom 5 lokalisiert und besteht aus sechs kodierenden Exons, wobei das 

Startcodon in Exon 1 liegt. Das murine rac1 Gen erstreckt sich über eine Länge von 22,55 

kbp. Das resultierende Rac1 Protein besitzt eine Größe von 21 kDa und zeigt die in 

Abbildung 1-10 dargestellte klassische Proteinstruktur von Rho-GTPasen.  

Durch Interaktion mit verschiedenen Effektormolekülen übt Rac1 eine essentielle Rolle in 

einer Vielzahl verschiedenster physiologischer Prozesse aus. Neben der Regulation der 
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Aktinzytoskelett-Organisation [Ridley et al., 1992] spielt Rac1 auch eine Rolle in der 

Progression des Zellzyklus [Olson et al., 1995], der Aktivierung der JNK- und p38-MAPK-

Signalwege [Coso et al., 1995; Minden et al., 1995], der Regulation der NADPH-Oxidase-

Aktivität [Diekmann et al., 1994], die für die Superoxidproduktion verantwortlich ist, und der 

Aktivierung von NFκB [Perona et al., 1997]. Zusätzlich sind Rac1-abhängige Signale an der 

Regulation von „Tight Junctions“ [Jou et al., 1998; Mertens et al., 2005], Cadherin-

abhängigen Zell-Zell-Kontakten [Braga et al., 1997; Takaishi et al., 1997; Braga et al., 1999; 

Braga et al., 2000], Integrin-abhängiger Zell-Matrix-Adhäsion [Hotchin & Hall, 1995; Price et 

al., 1998] und der Ausbildung der Zellpolarität [O'Brien et al., 2001] verantwortlich.  

 

1.5.1.1 Funktionen	
  von	
  Rac1	
  in	
  epithelialen	
  Zellen	
  

1.5.1.1.1 Bedeutung	
  von	
  Rac1	
  für	
  die	
  Ausbildung	
  der	
  Zellmorphologie	
  

Die am besten charakterisierte Funktion von Rac1 ist die Regulation des Aktinzytoskeletts, 

wodurch die Morphologie der Zellen, also die Zellform, maßgeblich beeinflusst werden kann. 

Rac1 besitzt einen entscheidenden Einfluss auf die Dynamik des Zytoskeletts, indem es mit 

WAVE-Proteinen interagiert und dadurch den Arp2/3-Komplex aktiviert. Die Aktivierung 

dieses Komplexes induziert im Anschluss die Aktin-Polymerisation [Ten Klooster et al., 

2006]. Dadurch wird die Bildung neuer Aktin-Abzweigungen induziert. Rac1 aktiviert die 

WAVE-Proteine über einen indirekten Mechanismus, der über die Interaktion mit dem 

WAVE-Multiprotein-Komplex erfolgt [Suetsugu et al., 2006]. Rac1 reguliert weiterhin die 

Aktivität der LIM-Kinase über seinen Effektor PAK1, wodurch die Polymerisation von Aktin 

und die korrekte Ausbildung eines Aktin-Netzwerks vorangetrieben wird [Arber et al., 1998; 

Yang et al., 1998]. Die Rho-GTPasen-vermittelte Nukleation und Polymerisation von Aktin ist 

an der Ausbildung von Protrusionen der Plasmamembran beteiligt. Rac1 induziert dabei 

vornehmlich die Bildung von Lamellipodien und „Ruffles“ [Ridley et al., 1992; Nobes & Hall, 

1995b; Kaibuchi et al., 1999], die sich während der Migration von Zellen an der Vorderseite 

der sich bewegenden Zellen bilden. In diesem Bereich kann auch die größte Menge an 

aktiviertem, GTP-gebundenem Rac1 nachgewiesen werden [Kraynov et al., 2000], was 

wiederum die Wichtigkeit der Aktivität von Rac1 für die Ausbildung dieser Strukturen 

verdeutlicht.  

 

Epitheliale Zellen sind über spezialisierte adhäsive Strukturen miteinander verbunden, die 

mit Intermediärfilamenten (Desmosomen) oder Mikrofilamenten (Adhärenzverbindungen 

oder „Tight Junctions“) verknüpft sind. Die Verbindung mit dem Zytoskelett ermöglicht eine 

stabile Zelladhäsion und eine Beeinflussung der Zellmorphologie. Durch Analyse von 

Mauskeratinozyten konnte gezeigt werden, dass während der Ausbildung von Zell-Zell-
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Kontakten Zellfortsätze von benachbarten Zellen ausgebildet werden, welche die treibende 

Kraft für die Ausbildung stabiler Zellkontakte zu sein scheinen [Vasioukhin et al., 2000]. Die 

Ausbildung der Cadherin-vermittelten Zell-Zell-Kontakte wird dabei vermutlich durch die 

Penetration von benachbarten Zellen mit Rac1-regulierten Lamellipodien reguliert [Betson et 

al., 2002; Malliri et al., 2004] und wird primär über die Interaktion mit dem Effektorprotein 

IQGAP1 ausgeübt [Fukata et al., 1999]. In verschiedenen epithelialen Zelltypen wurde in in 

vitro Analysen gezeigt, dass eine Aktivierung von Rac1 in einer Akkumulation von 

polymerisiertem Aktin und E-Cadherin an Bereichen von Zell-Zell-Kontakten resultiert [Eaton 

et al., 1995; Hordijk et al., 1997; Takaishi et al., 1997]. Eine Hemmung der Rac1-Aktivität in 

vitro führt zu einer Hemmung der Ausbildung von Adhärenzverbindungen [Braga et al., 1997; 

Takaishi et al., 1997].  

 

Lindqvist et al., 2010 konnten außerdem zeigen, dass Vang-like 2 die Verteilung von Rac1 in 

epithelialen Zellen bei Bildung von Adhärenzverbindungen durch Reorganisation des 

Aktinzytoskeletts reguliert. Weiterhin wurde durch verschiedene Arbeiten gezeigt, dass ein 

„Clustering“ von E-Cadherin zu einer Aktivierung von Rac1 führt [Nakagawa et al., 2001; 

Noren et al., 2001; Betson et al., 2002], wodurch eine Art Feedback-Mechanismus bei der 

Regulation der Adhärenzverbindungen wahrscheinlich ist. Ein Verlust der Zelladhäsion kann 

eine Induktion apoptotischer Prozesse in den Zellen zur Folge haben. Dies wurde bereits für 

MEFs gezeigt, die nach Rac1-Deletion vermehrt in Apoptose gingen [Guo et al., 2006]. Auch 

eine Inhibierung von Cadherin-Interaktionen in Brustepithelzellen führte zu einem Anstieg der 

Apoptose in diesen Zellen [Arulanandam et al., 2009]. Wie He et al., 2010 gezeigt haben, ist 

eine Expression von Rac1 außerdem essentiell, um ein Überleben von Epiblasten, die an der 

Basalmembran haften, zu gewährleisten. Dabei spielen Integrin-vermittelte Mechanismen 

sowie eine Aktivierung der PI3K eine Rolle. Rac1 ist außerdem für die Formation Laminin-

vermittelter basolateraler Kontakte in Epithelien von Bedeutung [O'Brien et al., 2001].  

Auch die Bildung von „Tight Junction“-Kontakten ist abhängig von Rac1, denn wie Jou et al., 

1998 und Bruewer et al., 2004 gezeigt haben, führt eine Hemmung oder Aktivierung von 

Rac1 zu einer Störung der Kontakte durch Veränderungen der basalen und apikalen F-Aktin-

Strukturen und einer Umverteilung von „Tight Junction“-Proteinen. Die Ergebnisse weisen 

darauf hin, dass ein exaktes Ausbalancieren der Rac1-Aktivität für den Erhalt der zellulären 

Barrieren von Bedeutung ist. Der Aufbau dieser Zellverbindungen ist in Keratinozyten von 

der Assoziation mit und der Aktivierung des Par3-Par6-aPKC-Polaritätskomplexes abhängig 

[Mertens et al., 2005].  

 

Die Ausbildung von Asymmetrien stellt einen wichtigen Schritt in der Ausbildung der 

Zellgestalt in einer Vielzahl von tierischen Zellen dar. Dies wird besonders in der Entwicklung 
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und dem Wachstum von Neuronen deutlich. Rac1 reguliert dort den Aufbau von 

Aktinfilamenten in den Membranausstülpungen und das polarisierte Wachstum der Neuriten 

[Luo, 2000; Ozdinler & Erzurumlu, 2001]. Es wird angenommen, dass Rac1 durch Interaktion 

mit der Basalmembran über ß1-Integrin die Ausbildung der Zellpolarität in epithelialen Zellen 

reguliert [Yu et al., 2005] und so die Ausbildung einer komplexen gewebsabhängigen 

Polarität („planar cell polarity“) beeinflusst [Munoz-Descalzo et al., 2007]. Durch seinen 

Einfluss auf Laminin-vermittelte basolaterale Kontakte ist Rac1 weiterhin an der Ausbildung 

der apikalen Polarität von Epithelien beteiligt [O'Brien et al., 2001]. In epithelialen Zellen ist 

zudem der Par3-Par6-aPKC-Polaritätskomplex durch dessen spezifische apikale 

Lokalisation an der Ausbildung der Zellpolarität (Bildung einer apikalen und basolateralen 

Domäne) beteiligt [Gibson & Perrimon, 2003], die einen entscheidenden Einfluss auf die 

Zellmorphologie besitzt. Es wurde gezeigt, dass der Rac-Aktivator Tiam1 sowohl die Bildung 

der „Tight Junctions“ reguliert als auch die Zellpolarität beeinflusst [Mertens et al., 2005; 

Mertens et al., 2006]. Der Par3-Par6-aPKC-Polaritätskomplex ist außerdem für die 

asymmetrische Zellteilung von Bedeutung, von der angenommen wird, dass sie wichtig für 

die Teilung von Stammzellen in differenzierte Tochterzellen ist  [Lechler & Fuchs, 2005]. Es 

wäre interessant, zu überprüfen, ob eine Beeinflussung des Par3-Par6-aPKC-Komplexes 

durch Rac1 während der asymmetrischen Zellteilung einen Einfluss auf den in 1.5.1.1.2 

beschriebenen Stammzellphänotyp der Rac1 E-KO Mäuse hat. Möglicherweise könnten 

jedoch auch Veränderungen im Zellzyklus der Stammzellen den Phänotyp ausgelöst haben. 

Es ist beschrieben, dass die Expression von Rac1 in ruhenden Fibroblasten einen Eintritt in 

die G1-Phase des Zellzyklus und eine Zellzyklus-Progression in die S-Phase forciert, 

wohingegen eine Inhibierung von Rac1 ein Fortschreiten des Zellzyklus nach Serumzugabe 

unterbindet [Olson et al., 1995].  

 

1.5.1.1.2 Bedeutung	
  von	
  Rac1	
  für	
  die	
  Haarfollikelstammzellen	
  

Im Haarfollikel sind in der Bulge-Region Stammzellen lokalisiert, die für eine kontinuierliche 

Regeneration des nicht-permanenten Teils des Haarfollikels verantwortlich sind. Eine 

epitheliale Depletion von Rac1 konnte durch verschiedene Studien mit einem Verlust des 

Bulge-Stammzellkompartiments assoziiert werden. Benitah et al., 2005 und Benitah & Watt, 

2007 haben gezeigt, dass eine Deletion von Rac1 in der Epidermis und dem Haarfollikel zu 

einer Stimulation der Zellteilung und einer vorzeitigen Differenzierung der Stammzellen führt. 

Sie postulieren einen Mechanismus, in dem Rac1 durch Phosphorylierung von PAK2 eine 

negative Regulation auf c-Myc ausübt und so für den Erhalt der epidermalen und 

Haarfollikelstammzellen sorgt. Im Gegensatz zu Benitah et al., 2005, die eine Funktion von 

Rac1 in der Aufrechterhaltung der Haarfollikel, der IFE und der Talgdrüsen beschrieben 
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haben, haben Castilho et al., 2007 wie auch Chrostek et al., 2006, gezeigt, dass Rac1 keine 

Bedeutung für die Stammzellfunktion in der IFE besitzt und die Deletion von Rac1 keine 

Veränderungen in der Bildung und Differenzierung der IFE nach sich zieht. Die Diskrepanz in 

der Funktion von Rac1 in der Epidermis kann auf die verschiedenen Mausmodelle 

zurückgeführt werden, die verwendet wurden. Analysen meiner Arbeitsgruppe und anderer 

haben jedoch gezeigt, dass Stammzellen der IFE primär während Regenerationsprozessen 

der Haut, wie z.B. der Wundheilung, eine Funktion zukommt und sie eher eine 

untergeordnete Rolle bei der Aufrechterhaltung der Homöostase spielen. So zeigten 

Verwundungsexperimente nach Epidermis-spezifischer Deletion von Rac1 oder Hemmung 

der Rac1-Funktion eine Verzögerung in der epidermalen Wundheilung in vivo und in 

Wundheilungsassays in vitro [Tscharntke et al., 2007; Castilho et al., 2010].  

 

 

1.6 Mausmodelle	
  mit	
  Mutation	
  von	
  Rac1	
  	
  

In der Literatur sind bisher einige gentechnisch veränderte Rac1 Mausmodelle charakterisiert 

worden. Diese wurden von Wang & Zheng, 2007 zusammengefasst. Ein kompletter Rac1-

Knockout resultiert in embryonaler Letalität, bedingt durch die Induktion apoptotischer 

Prozesse in den Epiblasten sowie durch Defekte in der Zelladhäsion [Sugihara et al., 1998]. 

Des Weiteren existieren Mausmodelle, in denen die Funktion von Rac1 vor allem in 

Immunzellen durch Nutzung von LysM-Cre für Makrophagen und Granulozyten oder CD19-

Cre für B-Lymphozyten untersucht wurde [Glogauer et al., 2003; Walmsley et al., 2003]. In 

den letzten Jahren wurden zudem mehrere Mausmodelle charakterisiert, in denen Rac1 in 

der Haut unter der Kontrolle von sowohl konstitutiven als auch induzierbaren K14-Cre und 

K5-Cre-Konstrukten deletiert wurde [Benitah et al., 2005; Benitah & Watt, 2007; Castilho et 

al., 2007]. In all diesen Mausmodellen resultiert die Deletion von Rac1 in der Epidermis in 

einer Depletion der Stammzellen des Haarfollikels. Die Rolle von Rac1 für die Stammzellen 

der IFE wird jedoch kontrovers diskutiert [Benitah & Watt, 2007; Castilho et al., 2007] (vgl. 

Abschnitt 1.5.1.1.2).  

 

Im Folgenden soll nun lediglich auf die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Mausmodelle 

eingegangen werden. In Abschnitt 1.6.1 wird die in unserer Arbeitsgruppe generierte 

N17Rac1 transgene Maus, welche durch eine K14-Promotor-vermittelte Expression eines 

dominant negativen Rac1 gekennzeichnet ist, vorgestellt und in Abschnitt 1.6.2 werden die 

phänotypischen Veränderungen der von Chrostek et al., 2006 beschriebenen Rac1 E-KO 

Mäuse näher beschrieben, da deren Rac1 gefloxten Mäuse in den hier beschriebenen 

Untersuchungen Verwendung fanden.  
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1.6.1 Dominant	
  negative	
  N17Rac1	
  transgene	
  Mäuse	
  

Dominant negative N17Rac1 transgene Mäuse wurden bereits in Tscharntke et al., 2007 

beschrieben. Dort wurde besonders die Funktion von einem dominant negativen Rac1 in der 

epithelialen Wundheilung untersucht. Die dargestellten Analysen zeigen eine verzögerte Re-

Epithelialisierung der Wunden nach epidermaler Deletion von Rac1, welche sowohl auf einen 

Proliferationsdefekt der Keratinozyten an den Wundrändern als auch auf einen 

Migrationsdefekt der neo-epidermalen Keratinozyten zurückgeführt werden kann.  

 

Die Punktmutante N17Rac1 wurde durch Ersatz der Aminosäure Serin gegen Asparagin an 

der Stelle 17 generiert, wodurch ein Protein entsteht, welches Eigenschaften einer dominant 

negativen Mutante aufweist. Diese Punktmutante wurde in eine Keratin 14-Expressions-

kassette eingeführt. Das resultierende N17Rac1 Transgen (TG) besitzt den in Abbildung 1-

12a dargestellten Aufbau. Es besteht aus einem trunkierten humanen K14-Cre Promotor, 

dem mutierten Rac1 mit vorgelagerter Kozak-Sequenz und einem Myc-Tag sowie einer 

folgenden SV40 Poly-A-Sequenz. Der mittlere N17Rac1 enthaltende Teil kann durch Verdau 

mit XbaI und ClaI aus der Expressionskassette isoliert werden.  

 

Die Expression des N17Rac1 TGs auf genomischer Ebene wurde durch PCR nach 

Schwanzspitzenbiopsie als auch durch eine Analyse der DNA im Southern Blot 

nachgewiesen (Abb. 1-12b), wobei die in Abbildung 1-12a markierten Bereiche detektiert 

wurden. Der Nachweis der Expression des Konstrukts auf Proteinebene durch Detektion des 

enthaltenen Myc-Tags in primären Keratinozyten im Western Blot zeigte eine Expression des 

Konstrukts in den transgenen Keratinozyten, wohingegen in den Kontrollzellen das Konstrukt 

nicht nachgewiesen werden konnte (Abb. 1-12d). Die Lokalisation des Konstrukts in vivo 

durch Fluoreszenzfärbung des enthaltenen Myc-Tags zeigte eine membranöse und 

zytoplasmatische Expression von N17Rac1 in der Basalzellschicht der Epidermis in 

transgenen Mäusen, wohingegen in den Kontrollen keine spezifische Färbung detektiert 

werden konnte (Abb. 1-12c). Es konnte keine kernständige Färbung in den transgenen 

Mäusen nachgewiesen werden, was dafür spricht, dass das TG keinen Einfluss auf die 

Expression von endogenem c-Myc besitzt, denn eine Überexpression des endogenen c-Myc 

Proteins würde zu einer Lokalisation von c-Myc im Nukleus führen [Kato & Dang, 1992]. 

 

N17Rac1 transgene Mäuse zeigen makroskopisch keinen Phänotyp. Sie zeigen keine 

gesundheitlichen Beeinträchtigungen sowie weder Größenunterschiede noch 

Veränderungen in der Haut und den Haaren. In H&E-Färbungen konnten keine 

mikroskopischen Unterschiede in der Kompartimentierung und Struktur von N17Rac1 

transgener Haut festgestellt werden. Weiterhin konnten keine Veränderungen in der 
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Expression wichtiger epidermaler Differenzierungsmarker und Basalmembranmarker sowie 

in Markern für die Integrität von Zellkontakten nachgewiesen werden [Tscharntke et al., 

2007]. 

 

 

 

Im Zuge der Generierung der dominant negativen N17Rac1 Mutante, die in Tscharntke et al., 

2007 beschrieben wurde, ist auch eine konstitutiv aktive L61Rac1 Mutante entwickelt 

worden, die Bestandteil der in dieser Arbeit dargestellten Untersuchungen war. Diese wurde 

bisher noch nicht ausführlich in der Literatur beschrieben, jedoch sind bereits Studien 

veröffentlicht worden, in denen L61Rac1 TG Mäuse bzw. Haut- und/oder Epidermisproben 

der Mäuse verwendet wurden [Stachelscheid et al., 2008; Petermann et al., 2009].  

 

1.6.2 Konditionaler	
  Rac1	
  Knockout	
  	
  

Die in Chrostek et al., 2006 beschriebenen Rac1 flox-Mäuse wurden durch Flankieren von 

Exon 3 (AS 37-75) mit loxP-Seiten, wie in Abbildung 1-13 dargestellt, generiert. In diesem 

gefloxten Bereich sind die für die Funktion von Rac1 wichtige Effektorbindedomäne sowie 

die Switch II-Region lokalisiert. Ein Ausschneiden dieses Bereichs durch die von ihnen 

verwendete K5-Cre Rekombinase [Ramirez et al., 2004] würde theoretischen Überlegungen 

zufolge zu einer Verschiebung des Leserasters („Frameshift“) während der Transkription und 

einem vorzeitigen Abbruch der Translation führen, wodurch ein verkürztes, nicht 

funktionelles Rac1 Protein entstehen würde. 

Abbildung	
   1-­‐12:	
   Dominant	
   negative	
   N17Rac1	
   Rac1	
   Mutante.	
   (a)	
   Schematische	
   Darstellung	
   des	
   K14	
   N17Rac1	
  
Konstrukts	
  mit	
  den	
  jeweiligen	
  Hybridisierungsstellen	
  für	
  PCR-­‐Primer	
  und	
  die	
  DNA-­‐Sonde	
  des	
  Southern	
  Blots	
  sowie	
  der	
  
umgebenden	
   Restriktionsstellen	
   (K:	
   Kozak-­‐Sequenz,	
   Myc:	
   Myc-­‐Tag)	
   (b)	
   Nachweis	
   der	
   Integration	
   des	
   TGs	
   in	
   das	
  
Mausgenom	
  durch	
  PCR	
  (oben)	
  und	
  Southern	
  Blot	
  (unten).	
  (+:	
  Positivkontrolle,	
  -­‐:	
  Negativkontrolle)	
  (c)	
  Nachweis	
  der	
  in	
  
vivo	
  Expression	
  des	
  TGs	
  in	
  der	
  Basalzellschicht	
  der	
  Epidermis.	
  Skalierungsbalken:	
  10	
  µm.	
  (d)	
  Nachweis	
  der	
  Expression	
  
des	
  N17Rac1	
  Konstrukts	
  in	
  primären	
  Keratinozyten	
  im	
  Western	
  Blot	
  durch	
  einen	
  Anti-­‐Myc-­‐Tag	
  Antikörper.	
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Die durch Einkreuzung eines K5-Cre Konstrukts generierten Rac1 E-KO Mäuse zeigten 

bereits in der ersten Woche nach der Geburt ein verringertes Haarwachstum und zudem 

einen fortschreitenden Haarverlust, so dass im Alter von zwei Monaten kaum Haare 

vorhanden waren. Diese wuchsen auch im Verlauf des Lebens nicht wieder nach. Der 

Haarverlust in Rac1 E-KO Mäusen ist in Abbildung 1-14 beispielhaft für Tag 14 p.p. 

dargestellt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Mikroskopisch zeigten die Tiere zu diesem Zeitpunkt, wie in Abbildung 1-15 dargestellt, in 

H&E-gefärbten Schnitten im Vergleich zu den untersuchten Kontrollen starke pathologische 

Veränderungen der Haarfollikel in Rac1 E-KO Mäusen. So resultierte eine epidermale 

Deletion von Rac1 in einer Zerstörung des unteren, nicht-permanenten Teils des 

Haarfollikels. Weitere Untersuchungen zeigten, dass diese Zerstörung vornehmlich durch 

einen Abbau des unteren Teils des Haarfollikels durch Makrophagen bedingt ist. Der Abbau 

der Haarfollikelkeratinozyten ist jedoch ihren Analysen zufolge nicht durch eine Apoptose 

Abbildung	
  1-­‐13:	
  Verwendete	
  Strategie	
  zur	
  Generierung	
  der	
  Rac1	
  flox	
  Mäuse	
  nach	
  Chrostek	
  et	
  al.,	
  2006.	
  Die	
  homologe	
  
Rekombination	
  des	
  Targeting-­‐Konstrukts	
  mit	
  dem	
  rac1	
  Gen	
  von	
  ES	
  Zellen	
  an	
  LoxP-­‐Stellen	
  (Dreiecke),	
  die	
  upstream	
  von	
  
Exon	
  3	
   (E3)	
  und	
  downstream	
  von	
  der	
  gefloxten	
  Neo-­‐Kassette	
   liegen,	
   resultiert	
   im	
   targeted	
  Allel.	
   Entfernen	
  der	
  Neo-­‐
Kassette	
  durch	
  Cre-­‐Transfektion	
  hinterlässt	
  ein	
  gefloxtes	
  Exon	
  3	
  (konditionales	
  Allel).	
  Rekombination	
  durch	
  Cre	
  (hier	
  K5-­‐
Cre)	
   führt	
  zu	
  einer	
  Deletion	
  von	
  Exon	
  3	
   (Knockout	
  Allel).	
   (H:	
  HindIII,	
  E:	
  EcoRI,	
  B:	
  BamHI,	
  S:	
  SalI,	
  N:	
  NotI,	
  P:	
  SpeI,	
  pBS:	
  
BlueScript	
  Plasmid,	
  Sonde	
  1	
  und	
  Sonde	
  2:	
  externe	
  und	
  interne	
  Hybridisierungsstellen	
  zur	
  Southern	
  Blot	
  Analyse,	
  grüne	
  
Pfeile:	
  Rac1	
  PCR-­‐Primer;	
  rote	
  Pfeile:	
  Knockout	
  PCR-­‐Primer.	
  [Chrostek	
  et	
  al.,	
  2006	
  (übersetzt	
  aus	
  dem	
  Englischen)]	
  

Abbildung	
  1-­‐14:	
  Phänotyp	
  der	
   in	
  Chrostek	
  et	
  al.,	
  2006	
  beschriebenen	
  K5-­‐Cre	
  Rac1	
  E-­‐KO	
  an	
  Tag	
  
14	
  p.p.	
  Rac1	
  E-­‐KO	
  Mäuse	
  zeigen	
  bereits	
  deutlich	
  eine	
  verringerte	
  Dichte	
  der	
  Fellhaare.	
  [Chrostek	
  
et	
  al.,	
  2006	
  (modifiziert)]	
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dieser Zellen bedingt. Weiterhin zeigten Rac1 E-KO Mäuse Veränderungen in der 

Pigmentierung des Haarschafts und Pigmentablagerungen in der Dermis und Subkutis, die 

auf die Haarfollikelzerstörung zurückzuführen sind, sowie einen Verlust der Expression von 

haarfollikelspezifischen Differenzierungsmarkern. Im Gegensatz dazu konnten Chrostek et 

al., 2006 keine Veränderungen in der Differenzierung, der Proliferation und der Ausbildung 

von Zellkontakten in der IFE feststellen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die gefundenen Veränderungen konnten jedoch nicht auf eine Störung der c-Myc-

Expression oder der Aktivierung von Rac1-regulierten Signalwegen (NFκB, JNK, p38 und 

Akt) in der Epidermis zurückgeführt werden. Auch eine Kompensation durch nah verwandte 

Mitglieder der Familie der Rho-GTPasen konnte ausgeschlossen werden. Chrostek et al., 

2006 kommen daher zu dem Schluss, dass Rac1 eine wichtige Funktion in der 

Aufrechterhaltung der Haarfollikelstruktur besitzt, jedoch weniger wichtig ist für die Struktur 

und Funktion der Epidermis. Eine genaue Aussage über die Funktion von Rac1 in der 

Strukturbildung des Haarfollikels und des Haares war jedoch aufgrund der starken 

Haarfollikeldegradierung mit diesem Mausmodell nicht möglich. 

 

 

1.7 Zielsetzung	
  

In der Literatur sind bereits wichtige Funktionen der kleinen Rho-GTPase Rac1 in der 

Regulation des Aktinzytoskeletts, der Proliferation und der Migration von Zellen belegt. Durch 

epidermale Deletion von Rac1 konnten weiterhin wichtige Funktionen von Rac1 in der 

Abbildung	
  1-­‐15:	
  Zerstörung	
  der	
  Haarfollikelmorphologie	
  nach	
  epidermaler	
  Deletion	
  von	
  Rac1.	
  Darstellung	
  der	
  
Haarmorphologie	
  durch	
  H&E-­‐Färbung	
  in	
  Kontrollmäusen	
  (a,	
  b)	
  und	
  Rac1	
  E-­‐KO	
  Mäusen	
  (c)	
  an	
  Tag	
  14	
  p.p..	
  Pfeile	
  
in	
   Abbildungsteil	
   c	
   markieren	
   Veränderungen	
   im	
   Haarschaft	
   (weiße	
   Pfeilspitzen),	
   Zerstörung	
   der	
   äußeren	
  
Haarwurzelscheide	
   (weiße	
   Pfeile)	
   und	
   Misslokalisation	
   anderer	
   Zelltypen	
   in	
   der	
   äußeren	
   Haarwurzelscheide	
  
(schwarze	
  Pfeilspitzen).	
  Skalierungsbalken:	
  100	
  µm.	
  [Chrostek	
  et	
  al.,	
  2006	
  (modifiziert)]	
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Proliferation und Migration von Keratinozyten während der Wundheilung [Tscharntke et al., 

2007; Castilho et al., 2010] sowie dem Erhalt der Haarfollikelmorphologie und der 

Haarfollikelstammzellen demonstriert werden [Benitah et al., 2005; Chrostek et al., 2006; 

Castilho et al., 2007]. Weitere Funktionen von Rac1 in der Epidermis und im Haarfollikel, 

besonders in den suprabasalen Schichten, sind jedoch bisher nur unzureichend untersucht. 

 

Die in Chrostek et al., 2006 beschriebenen Rac1 flox-Mäuse wurden im Zuge dieser Arbeit 

zunächst mit K14-Cre transgenen Mäusen gekreuzt, um eine Deletion von Rac1 in allen 

Schichten der Epidermis und des Haarfollikels zu erreichen. Der Einsatz dieses Promotors, 

statt des von Chrostek et al., 2006 verwendeten K5-Cre Promotors, hat in ersten Analysen 

einen stärker ausgeprägten Haarverlust in K14-Cre Rac1 E-KO Mäusen erzeugt. Außerdem 

war im Gegensatz zu K5-Cre Rac1 E-KO Mäusen bereits wenige Tage nach der Geburt ein 

reduziertes Haarwachstum sichtbar. Durch Kreuzung dieser Mäuse mit L61Rac1 transgenen 

Tieren, die ein konstitutiv aktives Rac1 TG in der Basalzellschicht der Epidermis exprimieren, 

entstehen Tiere, in denen lediglich die basale Funktion von Rac1 wiederhergestellt ist, 

wodurch der funktionale Rac1 Knockout auf die suprabasalen Schichten der Epidermis und 

die differenzierten Anteile des Haarfollikels beschränkt ist (siehe Abb. 1-16). Durch 

Generierung dieses Mausmodells sollte überprüft werden, ob eine basale Expression von 

Rac1 ausreichend ist, um die Haarfollikelmorphologie wiederherzustellen. Des Weiteren war 

es ein Ziel der Arbeit, durch Generierung solcher L61Rac1 Rac1 E-KO Mäuse6, in denen die 

funktionale Rac1-Deletion auf die suprabasalen Schichten beschränkt ist, spezifisch 

mögliche Funktionen von Rac1 in vivo in den differenzierten Anteilen der Epidermis und des 

Haarfollikels zu untersuchen. Außerdem sollte der Mechanismus, durch den der Verlust von 

Rac1 zum Untergang der Haarfollikel in Rac1 E-KO Mäusen führt, näher beleuchtet werden. 

                                                 
6 aufgrund der besseren Lesbarkeit im Folgenden nur noch als Rac1 Rescue Mäuse bezeichnet 

Abbildung	
   1-­‐16:	
  Modell	
   zur	
   Untersuchung	
   von	
   spezifischen	
   Funktionen	
   von	
   Rac1	
   in	
   den	
   differenzierteren	
   Anteilen	
   der	
  
Epidermis	
   und	
   des	
   Haarfollikels.	
   L61Rac1	
   transgene	
  Mäuse	
   (L61Rac1	
   TG)	
   sind	
   charakterisiert	
   durch	
   die	
   Expression	
   eines	
  
konstitutiv	
   aktiven	
  Rac1	
   in	
  der	
  Basalzellschicht	
  der	
  Epidermis	
  und	
  des	
  Haarfollikels.	
   In	
  Rac1	
  E-­‐KO	
  Mäusen	
  dagegen	
  wurde	
  
endogenes	
  Rac1	
  in	
  allen	
  Schichten	
  der	
  Epidermis	
  und	
  der	
  Haarfollikel	
  deletiert.	
  Durch	
  Kreuzung	
  beider	
  Modelle	
  wurde	
  eine	
  
Maus	
  generiert,	
   in	
  der	
  spezifisch	
  die	
  basale	
  Rac1	
  Expression	
  rekonstituiert	
  wurde	
  und	
  somit	
  die	
  Rac1	
  Deletion	
  nur	
  auf	
  die	
  
suprabasalen	
  Schichten	
  der	
  Epidermis	
  und	
  des	
  Haarfollikels	
  beschränkt	
  ist	
  (L61Rac1	
  Rac1	
  E-­‐KO).	
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2 Material	
  &	
  Methoden	
  

2.1 Material	
  	
  

2.1.1 Chemikalien	
  und	
  Reagenzien	
  

Falls nicht anders angegeben, wurden die allgemein verwendeten Chemikalien und 

Reagenzien mit analytischem Reinheitsgrad von den Firmen Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

(München) oder Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe) bezogen.  

 

Spezielle Chemikalien und Reagenzien sind im Folgenden aufgelistet: 

 Hersteller Artikelnummer 

L-DOPA Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München D9628-56 
Chelex 100 Resin Bio-Rad Laboratories GmbH, München 142-2842 
Ketavet (100 mg/ml) Pharmacia & Upjohn, Erlangen 43903 
PAK-CRIB-Peptid (2 mg/ml) Gabe von Prof. C. Niessen - 
Proteaseinhibitor-Mix Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München P2714 
Rompun (2%) Bayer HealthCare AG, Leverkusen PZN 1320422 
Streptavidin-gekoppelte Agarose Novagen über Merck KGaA, Darmstadt 69203-3 
TRITC-markiertes Phalloidin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München P1951 

 

 

2.1.2 Gebrauchswaren	
  und	
  Zellkulturmaterialien	
  

Die verwendeten Gebrauchswaren und Zellkulturmaterialien, wie Zentrifugierröhrchen, 

Pipetten, Petrischalen etc., wurden von den Firmen Becton Dickinson GmbH (Heidelberg), 

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen) und TPP - TechnoPlasticProducts AG 

(Trasadingen, Schweiz) bezogen. 

 

Materialien zum Einbetten der Hautproben stammten von Sakura Finetek Europe B.V. 

(Alphen an den Rijn, Niederlande) und Whatman GmbH (Dassel). 

 

2.1.3 Nährmedien	
  

Nährmedien und Zusätze für die Kultur der Keratinozyten und Fibroblasten stammten, soweit 

nicht anders vermerkt, von Biochrom AG (Berlin), PAA Laboratories GmbH (Pasching, 

Österreich) und Gibco (über Invitrogen Ltd., Paisley, UK).  
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Maus-Keratinozytenmedium (FAD low (50µM) Ca2+)  
 

DMEM/HAM’S F12 (1:3), 500 ml enthalten: 

+ 10% vorbehandeltes FCS gold (PAA Laboratories GmbH, Cölbe) 

+ 100 µg/ml Penicillin 

+ 100 µg/ml Streptomycin 

+ 25 mg Vitamin C 

+ 1,8x10-4 M Adenin 

+ 0,5 µg/ml Hydrocortison  

+ 5 µg/ml Insulin  

+ 10-10 M Cholera Toxin   

+ 10 ng/ml EGF 

 

Vorbehandlung von FCS :  50 ml + 2 g Chelex 

    ü.N., 4 °C, schütteln, 10 min, 2000 rpm zentrifugieren 

 

J2-„Feeder“-Medium 
 

DMEM, 500 ml enthalten: 

+ 10% FCS 

+ 100 µg/ml Penicillin 

+ 100 µg/ml Streptomycin 

+ 25 mg Vitamin C 

 

 

2.1.4 Häufig	
  verwendete	
  Puffer	
  und	
  Gebrauchslösungen	
  

PBS wurde aus einer Fertigmischung von Biochrom AG (Berlin) mit ddH2O angesetzt und, 

wenn nötig, mit CaCl2 (0,1% w/v) und MgCl2 (0,1% w/v) versetzt (PBS+Ca2+/Mg2+).  

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Puffer und Gebrauchslösungen mit ddH2O 

angesetzt.  

 

DNA-Extraktionspuffer 200mM NaCl; 0,2% SDS w/v; 5mM EDTA, pH 8,0; 

100mM Tris, pH 8,5  

 

DNA-Probenpuffer (6x)  10% TAE v/v; 50% Glycerin; 60mM EDTA, pH 7,0 
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MES/MOPS-Puffer   NuPAGE-Konzentrat (20x; Invitrogen Ltd, Paisley, UK)

     

Rac1 Pull-Down Lysispuffer  50mM Tris-HCl, pH 7,4; 100mM NaCl; 10mM MgCl2 

 

Ripa+ (pH 8,0) 150mM NaCl; 50mM Tris, pH 7,4; 4mM EDTA;       

1% Nonidet P-40 v/v; 0,5% Natrium-Desoxycholat v/v; 

1% Triton X-100; sowie zusätzlich Proteaseinhibitoren 

20mM Leupeptin; 1 g/ml p-Nitrophenylphosphat;      

100 mg/ml Sojabohnen-Trypsininhibitor;                

100mM Orthovanadat 

 

TAE-Puffer    40mM Tris; 2mM EDTA, pH 8,0 

 

TBST 20mM Tris; 137mM NaCl; 0,1% Tween 20 v/v, pH 7,6 

 

Trypsin/EDTA    0,1% Trypsin w/v; 0,02% EDTA w/v  

 

 

2.1.5 Enzyme	
  

 

Enzym Hersteller Artikelnummer 
Proteinase K Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen P4850 
Taq DNA Polymerase 
(5000 U/ml) Fermentas GmbH, St. Leon-Rot M0267 

Trypsin (2,5%) Gibco über Invitrogen Ltd., Paisley (UK) 15090046 
 

 

2.1.6 Antikörper	
  

 
Primärantikörper (Western Blot) 

Antikörper Spezies V Bezugsquelle Art.-Nr. 

Anti-Human ß-Aktin Maus 1:5000 MP Biomedicals, Illkirch, 
Frankreich 69100 

Anti-Maus Myc-Tag             
(HRP-konjugiert) Kaninchen 1:1000 Abcam plc, Cambridge 

(UK) 1326-100 

Anti-Human Rac1 (Klon 23A8) Maus 1:500 Sigma-Aldrich Chemie, 
Taufkirchen R2650 
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Primärantikörper (Immunfluoreszenz) 

Antikörper Spezies V Bezugsquelle Art.-Nr. 

Anti-Maus BrdU (Klon B44) Maus (IgG1) 1:10 BD Biosciences, 
Heidelberg 347580 

Anti-Maus ß-Catenin (Klon 14) Maus (IgG1) 1:250 BD Biosciences, 
Heidelberg 610154 

Anti-Maus aktive Caspase 3 Kaninchen 1:200 
Cell Signaling 
Technology, Inc., Danvers 
(MA, USA) 

9664 

Anti-Maus CDP Kaninchen 1:100 Gabe von  - 

Anti-Maus Desmocollin 2 Ziege 1:50 
Santa Cruz 
Biotechnology, Santa 
Cruz (CA, USA) 

SC-34308 

Anti-Human Desmoglein 1+2 Maus (IgG1) 1:50 Progen Biotechnik GmbH, 
Heidelberg 61002 

Anti-Human Desmoglein 4 
(Klon 18G8) Maus  1:10 Gabe von A.M. Christiano  - 

Anti-Maus F4/80 Maus 1:50 AbD Serotec, Planegg  MCA-492 

Anti-Maus Foxn1 Ziege 1:100 
Santa Cruz 
Biotechnology, Santa 
Cruz (CA, USA) 

SC-23566 

Anti-Maus Haarkeratin 81 Meerschwein 1:100 Gabe von L. Langbein, 
Heidelberg - 

Anti-Maus Haarkeratin 82 Meerschwein 1:100 Gabe von L. Langbein, 
Heidelberg - 

Anti-Maus Keratin 10 Kaninchen 1:100 Covance Inc., Princeton 
(NJ, USA)  PRB-159P 

Anti-Maus Keratin 14 Kaninchen 
1:1000, 
1:2000 
(BrdU) 

Covance Inc., Princeton 
(NJ, USA) PRB-155P 

Anti-Maus Keratin 15 Huhn 1:7000 Covance Inc., Princeton 
(NJ, USA) Covance PCK-153P 

Anti-Maus Lef1 Kaninchen 1:100 
Cell Signaling 
Technology, Inc., Danvers 
(MA, USA) 

2230 

Anti-Maus MHCII                       
(FITC-gekoppelt)  Ratte (IgG2b) 1:10 

MACS von Miltenyi 
Biotec, Bergisch 
Gladbach  

M5/114.15
.2 

Anti-Maus Myc-Tag             
(Klon 9B11) Maus  (IgG2a) 1:250 

Cell Signaling 
Technology, Inc., Danvers 
(MA, USA) 

2276 

Anti-Maus Typ I Haarkeratine 
(AE13) 

Maus (IgG1) 
 1:50 

Santa Cruz 
Biotechnology, Santa 
Cruz (CA, USA) 

SC-57012 

Anti-Human Plakoglobin Maus (IgG2b) 1:10 Progen Biotechnik GmbH, 
Heidelberg 61005 

Anti-Maus Trp2 Ziege 1:100 
Santa Cruz 
Biotechnology, Santa 
Cruz (CA, USA) 

SC-10451 

Anti-Maus Tyrp1 Kaninchen 1:2000 Gabe von V.J. Hearing - 
 
 
Sekundärantikörper 
Falls nicht anders angegeben, wurden alle Sekundärantikörper für die Immunfärbungen in 

einer 1:500 Verdünnung eingesetzt. Für Western Blot Analysen wurde eine Verdünnung von 

1:5000 gewählt. 
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Antikörper Spezies Bezugsquelle Artikel-Nr. 
Anti-Huhn IgG (H+L) Alexa 488 Esel Invitrogen Ltd., Paisley (UK) A11055 
Anti-Kaninchen IgG (H+L) Alexa 488/ 
555/  
594 

Ziege Invitrogen Ltd., Paisley (UK) 
A11034/ 
A21428/ 
A11012 

Anti-Maus IgG1 Alexa 488/ 546 Ziege Invitrogen Ltd., Paisley (UK) A21121/-3  
Anti-Maus IgG2a Alexa 488 Ziege Invitrogen Ltd., Paisley (UK) A21131 
Anti-Maus IgG2b Alexa 488 Ziege Invitrogen Ltd., Paisley (UK) A21141 
Anti-Meerschwein IgG (H+L)         
Alexa 488 Ziege Invitrogen Ltd., Paisley (UK) A11073 

Streptavidin Alexa 488 - Invitrogen Ltd., Paisley (UK) S32354 
Anti-Ziege IgG (H+L) Alexa 488 Esel Invitrogen Ltd., Paisley (UK) A11055 

Anti-Maus HRP Kaninchen Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
München A2304 

 
 

2.1.7 Primer	
  

Alle verwendeten Primer wurden als Oligonukleotide von Eurofins MWG Operon (Ebersberg) 

bezogen. 
 

Primername PCR Reinheit Sequenz (5’-3’) 
SF3 TTG GTT GTG TAA CTG ATC AGT AGG C 

SF5 
RacCre 

TGG AGA GCT AGC AGG AAA CTA GG 
MG1 GTC TTG AGT TAC ATC TCT GG 
MG2 

RacKO 
CTG ACG CCA ACA ACT ATG C 

SC1 GTC CAA TTT ACT GAC CGT ACA C 
SC3 

K14-Cre 

>80% HPLC 

CTG TCA CTT GGT CGT GGC AGC 
 
 

2.1.8 Kits	
  und	
  weitere	
  Materialien	
  

BCA Protein Assay (23227)  Thermo Scientific (Pierce),  

Rockford, IL (USA) 

Chemiluminiszenz Plus Kit (NEL105001EA)  Perkin Elmer, Rodgau 

Dako Antibody Diluent Solution (S3022)   Dako, Hamburg  

Dako Pen (S2002)      Dako, Hamburg 

Dako REAL Target Retrieval, pH 6 (S2031)   Dako, Hamburg 

Dako Target Retrieval, pH 9 (S2367)   Dako, Hamburg  

DeadEnd™ Fluorometric TUNEL System (G3250)  Promega, Mannheim  

Hyperfilm ECL (28-9068)     Amersham Biosciences,  

        Braunschweig 

O’GeneRuler Plus 1kb Leiter (SM1334)    Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 

PageRuler Plus (SM0671)     Fermentas GmbH, St. Leon-Rot  
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SuperSignal West Femto (34077) Thermo Scientific (Pierce),  

Rockford, IL (USA) 

Tissue Tek O.C.T. Compound (4583)  Sakura Finetek Europe B.V. 

(Alphen an den Rijn, Niederlande) 

TSA Kit (NEL701A001KT)  Perkin Elmer, Waltham, MA (USA)  

 

2.1.9 Bestrahlungsgerät	
  

Zur Bestrahlung von Mäusen und auch Zellkulturen wurde ein Teilkörper UV-Therapiesystem 

TP-4 mit Waldmann UV-6 Breitband-UVB-Röhren (Herbert Waldmann GmbH & Co. KG, 

Villingen-Schwenningen) eingesetzt. Das Emissionsmaximum der gewählten Lampen liegt 

bei ca. 320 nm (siehe Abb. 2-1). Nach Erwerb des Bestrahlungsgeräts wurde die spezifische 

Bestrahlungsstärke des Geräts mit Hilfe eines UVB-Messgeräts bei 311 nm bestimmt und 

die gemessene Bestrahlungsstärke (3,6 mW/cm2) in die Steuereinheit des Geräts 

einprogrammiert, was eine Bestrahlung über die Eingabe der gewünschten Dosis ermöglicht. 

 

2.1.10 Mikroskope	
  

Die Aufnahme der Bilder der Fluoreszenzfärbungen erfolgte an einem DeltaVision 

Mikroskop-System, ausgestattet mit einer CoolSnap hQ2 Kamera, über die Aufnahme-

Software softWoRx-Suite (Applied Precision, Inc. Issaquah, WA (USA)). Die Aufnahme der 

lichtmikroskopischen Bilder wurde an einem Leica DM4000B Mikroskop (Leica Mikrosysteme 

GmbH, Wetzlar) durchgeführt. Dieses Mikroskop war ausgestattet mit einer KY-F75U Digital-

Kamera (JVC Professional Europe Ltd., Frankfurt) sowie der Aufnahme-Software Diskus 

(Carl H. Hilgers, Technisches Büro, Königswinter).  

 

Abbildung	
  2-­‐1:	
  Spektrale	
  Strahlungsverteilung	
  der	
  UV-­‐6	
  UVB-­‐Strahlungsquellen,	
  die	
  zur	
   in	
  vivo	
  und	
   in	
  vitro	
  Bestrahlung	
  
eingesetzt	
  wurden.	
  Die	
  verwendeten	
  Lampen	
  besitzen	
  ein	
  Bestrahlungsmaximum	
  bei	
  320	
  nm.	
  [Waldmann	
  GmbH	
  &	
  Co.	
  KG,	
  
Villingen-­‐Schwenningen]	
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2.2 Methoden	
  	
  

2.2.1 Zellbiologische	
  Methoden	
  

2.2.1.1 Isolation	
  von	
  Keratinozyten	
  aus	
  neugeborenen	
  Mäusen	
  

Neugeborene Mäuse im Alter von ein bis drei Tagen wurden durch Decapitation getötet und 

eine Stunde auf Eis gekühlt, um ein leichteres Ablösen der Haut zu ermöglichen. Unter der 

Sterilwerkbank erfolgte die Desinfektion der Maustorsi durch Eintauchen in 50% Beta 

Isodona/50% PBS für eine Minute, in PBS für einige Sekunden, in 70% Ethanol für eine 

Minute sowie abschließend in PBS für einige Sekunden. Im Anschluss wurden Schwanz und 

Gliedmaßen entfernt und die Haut vom Torso abgetrennt. Die so isolierte Maushaut wurde 

mit der dermalen Seite nach unten ausgerichtet auf einer sterilen Petrischale ausgebreitet 

und mit Trypsin/EDTA-Lösung unterspült, so dass die epidermale Seite keinen Kontakt mit 

der Lösung hatte. Die Schalen wurden über Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nächsten Tag 

wurde die Epidermis von der Dermis abgelöst und mit zwei Skalpellen zerkleinert. Die 

Hautstücke wurden in FAD low Ca2+-Medium für eine Stunde bei RT geschüttelt, um die 

Keratinozyten herauszulösen und anschließend die Mischung auf einen zuvor in Kollagen I 

beschichteten 6-Well-Schalen ausgesäten „Feeder“-Rasen verteilt. Die so gewonnen 

Keratinozytenkulturen wurden bei 32 °C und 5% CO2 inkubiert. 

 

2.2.1.2 Kultivierung	
  von	
  murinen	
  Keratinozyten	
  

Zur Subkultivierung der Mauskeratinozyten wurde das verbrauchte Medium entfernt und die 

Kultur nach einmaligem Waschen für 5 min mit PBS/EDTA-Lösung bei 37 °C inkubiert. Nach 

Zugabe von 0,5 ml Trypsin/EDTA-Lösung pro 6 cm-Schale wurden diese für 7 bis 10 min bei 

37 °C inkubiert und im Anschluss die Keratinozyten abgeklopft. Durch Zugabe von frischem 

Medium wurde die Wirkung des Trypsins abgestoppt und durch Zentrifugieren das Trypsin-

haltige Medium entfernt. Nach Auffüllen mit frischem Medium konnten die Keratinozyten in 

der gewünschten Zelldichte auf Kollagen I-beschichtete Schalen verteilt werden. 

 

Für die Kultivierung der Mauskeratinozyten wurden nach Neuisolation sowie für die ersten 

Passagen kommerziell erhältliche Kollagen I-beschichtete Zellkulturgefäße (Biocoat, BD 

Biosciences) verwendet. Für spätere Passagen wurden Zellkulturgefäße im Labor mit 

Kollagen I beschichtet. Hierfür wurde eine Kollagen I–Lösung (30 µg/ml) in die zu 

beschichtenden Gefäße gegeben und diese über Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nächsten 

Morgen wurden die beschichteten Gefäße zweimal mit PBS gewaschen und bis zur 

Verwendung mit PBS bedeckt bei 4 °C gelagert. 
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2.2.1.3 Kultivierung	
  von	
  3T3	
  („Feeder“)	
  Fibroblasten	
  	
  

Zur Subkultivierung der 3T3 Fibroblasten wurde das Medium entfernt und die Kultur nach 

einmaligem Waschen für 5 min mit PBS/EDTA-Lösung inkubiert. Nach Absaugen der 

Flüssigkeit wurde eine geringe Menge an Trypsin/EDTA-Lösung auf der Schale verteilt und 

diese für circa eine Minute bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss konnten die Fibroblasten 

abgeklopft werden und auf neue, für die Zellkultur behandelte Schalen verteilt werden.   

 

Für die Verwendung der 3T3 Fibroblasten als „Feeder“-Zellen wurden diese zuvor für 2 h mit 

Mitomycin C (4 µg/ml) behandelt, um eine Inhibierung der Proliferation zu erreichen. Nach 

kurzem Waschen mit PBS wurden die Zellen abgelöst und in FAD low Ca2+-Medium auf die 

entsprechenden Schalen verteilt.   

 

2.2.1.4 Einfrieren	
  und	
  Auftauen	
  von	
  Zellkulturen	
  

Zum Einfrieren von Keratinozyten- und Fibroblastenkulturen wurden diese nach dem 

Ablösen in FCS + 10% DMSO aufgenommen und in Kryoröhrchen überführt. Die Röhrchen 

wurden bei -80 °C sehr langsam eingefroren (ca. 1 °C/min) und anschließend in 

Flüssigstickstoff überführt. Zum Auftauen von Keratinozyten- und Fibroblastenkulturen 

wurden diese nach Herausnehmen aus dem Stickstofftank auf Trockeneis gelagert, bis die 

Kryoröhrchen direkt ins Wasserbad bei 37 °C überführt werden konnten. Die aufgetauten 

Kulturen wurden mit 5 ml frischem Medium in ein 15 ml-Röhrchen überführt und zentrifugiert. 

Nach Absaugen des Überstandes wurde das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert 

und die Zellen in der gewünschten Zelldichte ausplattiert.  

 

2.2.1.5 Koloniebildungsassay	
  zur	
  Bestimmung	
  des	
  proliferativen	
  Potentials	
  

Zur Bestimmung des proliferativen Potentials in vitro wurden zunächst 3000 Zellen in 

Triplikaten je Zelllinie in 6-Well-Platten ausgesät und diese unter normalen 

Kulturbedingungen für drei Wochen kultiviert bis sich deutlich Kolonien in den Kontrollen 

gebildet hatten. Im Anschluss wurden die Zellen zunächst mit einer 4%igen PFA/PBS-

Lösung für 15 min fixiert, mit PBS gewaschen, bevor die Zellen mit einer 0,1%igen 

Kristallviolett-Lösung für 1 min gefärbt wurden. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS 

wurden die Platten bei RT getrocknet und unter dem Lichtmikroskop ausgewertet. 

   

2.2.1.6 Spreading-­‐Assay	
  zur	
  Analyse	
  der	
  Zellausbreitungsverhaltens	
  

Zur Analyse des Zellausbreitungsverhaltens wurde ein Spreading-Assay eingesetzt. Dieser 

wurde, wie in Haase et al., 2003 beschrieben, durchgeführt. Zunächst wurden hierzu 

Objektträger mit 10 µg/ml Kollagen I/PBS oder 20 µg/ml Polylysin/PBS über Nacht bei 4 °C 
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beschichtet. Zusätzlich wurde je Zelllinie eine 6,5 cm Kulturschale mit poly-HEMA (0,4% 

poly-HEMA in 50% Aceton/50% Ethanol) 1 min bei RT beschichtet. Am Tag des Versuchs 

wurden die Zellkulturen zunächst von vorhandenen „Feeder“-Zellen befreit und anschließend 

die Keratinozyten abgelöst und in 6 ml Methylcellulose-Medium (3,5 g Methylcellulose in 180 

ml FAD low Ca2 (60 °C) für 30 min bei RT und 18 h bei 4 °C rühren, 20 ml Serum zugeben 

und 30 min bei 9500 rpm abzentrifugieren, bei -20 °C lagern) aufgenommen. Nach 

Inkubation der Zellen auf poly-HEMA-beschichteten Schalen für 4 h bei 32 °C, wurden die 

Zellen durch Verdünnung des Mediums mit PBS/EDTA (1:10) und Zentrifugation (2000 rpm, 

10 min) vom Methylcellulose-Medium befreit und nach zweimaligem Waschen mit DMEM-

Grundmedium (ohne Zusätze) auf 2-kammrige, vorgewärmte Objektträger ausplattiert (2x104 

Zellen pro Kammer). Die Zellen wurden im Anschluss bei 32 °C für 40 min in DMEM-

Grundmedium inkubiert und anschließend mit 4% PFA/PBS fixiert und mit 0,4% Triton X-

100/PBS für 5 min bei RT permeabilisiert. Die Proben wurden mit 50% FCS/PBS für 30 min 

bei 37 °C blockiert, bevor die Zellen mit einem Anti-Myctag (9B11) in Blockierlösung zur 

Detektion transgener Zellen sowie mit TRITC-markiertem Phalloidin (1:100) zur Markierung 

von polymerisiertem Aktin angefärbt wurden. Zur Auswertung des Spreading-Assays wurde 

die Zellfläche, die eine einzelne Zelle einnimmt, in digitalen Bildern bestimmt und die 

Zellfläche aller ausgewerteten Zellen in einem Histogramm dargestellt.  

 

2.2.1.7 Bestrahlung	
  von	
  primären	
  Keratinozyten	
  mit	
  UVB	
  

Zur Bestrahlung der primären Keratinozyten wurden diese auf Objektträgern ausplattiert und 

bei einer Konfluenz von ca. 80% nach zweimaligem Waschen mit PBS mit PBS bedeckt, um 

ein Austrocknen während der Bestrahlung zu verhindern. Die Zellen wurden ohne Deckel mit 

einer Breitband-UVB-Lampe (UV-Therapiesystem TP-4 mit Waldmann UV-6 Breitband-UVB-

Röhren, Waldmann Herbert Waldmann GmbH & Co. KG, Villingen-Schwenningen) mit einer 

Dosis von 1000 mJ/cm2 bestrahlt. Um Effekte durch eine Aufheizung der Zellen zu 

vermeiden, wurden die Kulturschalen mit Eis umgeben, um diese während der 

Bestrahlungszeit zu kühlen. Im Anschluss an die Bestrahlung wurde frisches FAD low Ca2+ 

Medium zugegeben und die Kulturgefäße für 12 h im Brutschrank inkubiert, bevor 

apoptotische Zellen mit Hilfe des TUNEL-Assays (2.2.4.5) detektiert wurden.  

 

2.2.1.8 Isolation	
  von	
  Epidermis	
  aus	
  Haut	
  von	
  neugeborenen	
  Mäusen	
  

Zur Isolation von Epidermis aus neugeborenen Mäusen wurden diese zunächst durch 

Decapitation getötet und eine Stunde auf Eis gekühlt. Nach Abtrennen der Gliedmaßen und 

des Schwanzes wurden die Mäuse gehäutet und die Haut auf einer Ammoniumthiozyanat 

Lösung auf Eis für ca. 40 min gefloatet, so dass nur die dermale Seite mit der Lösung in 
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Berührung kam. Anschließend wurde die Hautprobe dreimal in PBS gewaschen und die 

Epidermis mit Hilfe von Pinzetten von der Dermis getrennt. Die gewonnene Epidermis wurde 

direkt weiterverarbeitet oder in flüssigem Stickstoff weggefroren. 

 

2.2.2 Molekularbiologische	
  Methoden	
  

2.2.2.1 DNA	
  Isolation	
  aus	
  Mausschwanzbiopsien	
  

Von den zu typisierenden Mäusen wurden Schwanzbiopsien (ca. 0,5 cm) genommen und 

diese in einem 1,5 ml Eppendorfgefäß mit 500 µl Lysepuffer und 4 µl Proteinase K über 

Nacht bei 55 °C unter Schütteln lysiert. Am Folgetag wurde nach Zentrifugation der Probe für 

5 min bei 13.200 rpm in einer Tischzentrifuge durch Überführen des Überstands in ein mit 

500 µl Isopropanol gefülltes Eppendorfgefäß und leichtes Schütteln die DNA gefällt. Durch 

erneute Zentrifugation für 10 min bei 13.200 rpm wurde die DNA pelletiert und mit 500 µl 

70%iger Ethanollösung gewaschen. Nachdem das Pellet bei RT vollständig getrocknet war, 

wurden 125 µl 10 mM Tris, pH 8,0 zugegeben und die DNA unter Schütteln bei 40 °C über 

Nacht gelöst. 

  

2.2.2.2 Polymerase-­‐Kettenreaktion	
  (PCR)	
  

Zur Genotypisierung der verschiedenen Mauslinien wurde die jeweils passende Polymerase-

Kettenreaktion mit den unter 2.1.7 aufgelisteten Primern in T3 Thermocyclern (Biometra, 

Göttingen) durchgeführt. 

 

 

PCR Ansätze (Angaben in µl):  
 RacCre Rac KO K14-Cre 
Puffer 4 2 3 
MgCl2 - 0,4 - 
dNTPs (2,5 mM) 1,2 0,4 (10 mM) 1,25 
Primer fw 1,2 (SF3) 0,2 (MG1) 1 (SC1) 
Primer rev 1,2 (SF5) 0,2 (MG2) 1 (SC3) 
DNA Taq Polymerase 0,5 0,1 0,5 
ddH2O 30,4 14,7 23,25 

Gesamt 38,5 18 30 

DNA Zugabe 1,5 2 2 
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PCR Programme (Angaben in Sekunden): 
 RacCre Rac KO K14-Cre 
Schritt 1 94 °C, 3 min 94 °C, 30 sec (10x) 94 °C, 3 min 
  63 °C, 30 sec                         

(nach 53 °C, -1 °C pro Zyklus)  
 

  72 °C, 30 sec  
Schritt 2 94 °C, 30 sec (39x) 94 °C, 30 sec (35x) 94 °C, 30 sec (30x) 
 58 °C, 30 sec  58 °C, 30 sec  58 °C, 30 sec  
 72 °C, 30 sec 72 °C, 30 sec 72 °C, 30 sec 
Schritt 3 72 °C, 5 min - 72 °C, 3 min 
Schritt 4 4 °C, Pause 4 °C, Pause 4 °C, Pause 
    
Produkt ca. 530 bp WT Allel   200 bp 

flox Allel  280 bp 
ca. 350 bp 

 

 

2.2.2.3 Agarose-­‐Gelelektrophorese	
  

Die vervielfältigten PCR-Proben wurden zur Analyse auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen 

und bei ca. 120 V aufgetrennt. Im Anschluss wurden die Ergebnisse der PCR Analyse mit 

Hilfe eines Geldokumentationssystems (Biometra, Göttingen) dokumentiert. 

 

2.2.3 Biochemische	
  Methoden	
  

2.2.3.1 Proteinextraktion	
  aus	
  Zellkulturen	
  

Zu den zu analysierenden konfluenten Keratinozytenkulturen wurden nach zweimaligem 

Waschen mit PBS Ripa+ sowie PMSF (2 µl/100 µl) zugegeben und die Zellen auf Eis mit 

Hilfe eines Zellschabers von der Kulturschale abgelöst. Diese Suspension wurde zusätzlich 

für 30 sec mit Ultraschall behandelt, um den vollständigen Aufschluss aller Zellen zu 

gewährleisten. Nach Zentrifugation für 10 min bei 13.200 rpm und 4 °C, wurde der 

Gesamtproteingehalt mittels eines kommerziellen BCA-Assays laut Anleitung bestimmt. Im 

Anschluss wurde die Probe mit Ladepuffer versetzt und für 5 min bei 95 °C aufgekocht, um 

die enthaltenen Proteine zu denaturieren. 

 

2.2.3.2 Proteinextraktion	
  aus	
  Gewebe	
  

Zu den zu analysierenden Hautproben wurde Ripa+ sowie PMSF (2 µl/ 100 µl) zugegeben 

und das Gewebe in einer Schwingmühle (Retsch, Haan) für 3 min bei einer Frequenz von 

30/sec zerkleinert. Nach Zentrifugation für 10 min bei 13.200 rpm und 4 °C wurde der 

Gesamtproteingehalt mittels eines kommerziellen BCA-Assays (Thermo Scientific (Pierce),  

Rockford, IL (USA)) laut Anleitung bestimmt. Im Anschluss wurde die Probe mit Ladepuffer 

versetzt und für 5 min bei 95 °C aufgekocht, um die enthaltenen Proteine zu denaturieren. 
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2.2.3.3 Rac1	
  Pull-­‐Down	
  Analyse	
  

Der Rac1 Pull-Down Assay zur Bestimmung des Anteils an aktivem, d.h. GTP gebundenem 

Rac1, wurde von John Collard (The Netherlands Cancer Institute, Amsterdam) übernommen 

und geringfügig verändert. Der Assay kann sowohl mit Zellkulturen als auch mit 

Vollhautproben sowie isolierter Epidermis durchgeführt werden. Die Durchführung des 

Assays erfolgte auf Eis mit gekühlten Lösungen oder im Kühlraum. Hochkonfluente 6-cm 

Schalen wurden einmal mit PBS gewaschen und nach Zugabe von 700 µl Lysispuffer mit 1% 

Nonidet P-40 sowie PMSF (1:100) und eines speziellen Proteaseinhibitor-Mixes (1:100) 

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München) die Zellen mittels eines Zellschabers von der 

Kulturschale abgelöst. Die Zellsuspension wurde in ein Eppendorf-Gefäß überführt und 3 µl 

PAK-CRIB-Peptid zugegeben. Nach Isolation der Epidermisproben wurden diese in 350 µl 

Lysispuffer mit PMSF und einem speziellen Proteaseinhibitor-Mix (Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH, München) aufgenommen und 5 µl PAK-CRIB-Peptid zugegeben. Anschließend 

wurde das Gewebe, wie zuvor beschrieben, homogenisiert und 350 µl des Lysispuffers mit 

2% Nonidet P-40 zugegeben. 

 

Die Proben wurden zur vollständigen Lyse für 45 min bei 4 °C auf einem Vertikalrotator 

bewegt und anschließend 15 min bei 13.200 rpm und 4 °C zentrifugiert. 50 µl des 

Überstands wurden als Totallysat abgenommen und der restliche Überstand für weitere 45 

min bei 4 °C rotiert. Anschließend wurden 30 µl Strepatvidin-gekoppelter Agarose 

zugegeben und die Probe für 30 min bei 4 °C weiterrotiert, damit die Agarosepartikel an das 

Biotin-Motiv der PAK-CRIB-Peptids binden und so die aktiven Rac1 Proteine festhalten 

konnten. Nach Zentrifugation für 10 sec bei 6.000 rpm und 4 °C wurde der Überstand 

abgenommen. Die Beads wurden dreimal mit je 1 ml Lysispuffer gewaschen, mit einer 

Hamiltonspritze trocken gesaugt und mit 20 µl Probenpuffer versetzt. Nach Bestimmung der 

Proteinmenge im Totallysat wurde die aufzutragende Menge für die Pull-Down Probe 

verhältnismäßig normalisiert und die Proben von Totallysat und Pull-Down für die Analyse im 

Western Blot vorbereitet. 

 

2.2.3.4 Polyacrylamid-­‐Gelelektrophorese	
  (SDS-­‐PAGE)	
  

Für die Analyse der Proteinproben im Western Blot wurde auf das kommerzielle NuPAGE-

System der Firma Invitrogen zurückgegriffen. Es wurden hierzu 4-12%ige Bis/Tris NuPAGE 

Gradientengele verwendet und als Laufpuffer NuPAGE MES- oder MOPS-Puffer eingesetzt. 

Die Auftrennung der Proteine im Gel erfolgte bei weniger als 0,125 Ampere für ca. 60 min. 
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2.2.3.5 Western	
  Blot	
  und	
  Immundetektion	
  von	
  Proteinen	
  

Die Übertragung der Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran erfolgte durch Einsatz des 

NuPAGE Tankblot-Systems der Firma Invitrogen. Nach Aufbau der Tankblot-Kammer, wie in 

der Anleitung beschrieben, wurden die Proteine bei 30 Volt für ca. 60 min auf die Membran 

übertragen. Nach Blockierung der Membran in 5%iger Milchlösung in TBST für zwei Stunden 

wurde die Membran kurz mit TBST gewaschen und anschließend die Membran mit dem 

Erstantikörper in 5% Milch/TBST inkubiert. Nach kurzem Waschen wurde der 

Zweitantikörper zugegeben und die Membran mit diesem für ca. eine Stunde bei RT 

inkubiert. Nach weiterem Waschen für 3-mal 10 min wurde die Membran zur Detektion der 

Banden mit ECL Lösung behandelt und im Anschluss auf einem Röntgenfilm entwickelt.  

 

2.2.4 Immunhisto-­‐	
  und	
  cytochemische	
  Methoden	
  

Zur Durchführung der immunhistologischen Untersuchungen wurden sowohl Schnitte von 

Hautbiopsien, die zuvor nach einem Standardprotokoll in Paraffin eingebettet wurden (Dicke 

6-8 µm), als auch Schnitte von Hautbiopsien, die zum Anfertigen von Kryoschnitten in Tissue 

Tek O.C.T. eingebettet wurden (Dicke ca. 8 µm), eingesetzt.  

 

Histologische Färbungen (H&E-Färbung, Giemsa-Färbung) wurden nach Standard-

protokollen im Histologielabor des Dermatologischen Instituts der Uniklinik Köln 

durchgeführt. 

 

2.2.4.1 Immunfärbung	
  von	
  Kryoschnitten	
  

2.2.4.1.1 Immunfärbung	
  zum	
  Nachweis	
  des	
  Myc-­‐Tags	
  in	
  L61Rac1	
  transgenen	
  Mäusen	
  

Die Detektion des Myc-Tags erfolgte auf Kryoschnitten. Hierzu wurden die Schnitte zunächst 

mit 4% PFA/PBS für 10 min bei RT fixiert und nach kurzem Waschen in PBS mit 0,3% Triton 

X100/PBS bei RT zusätzlich permeabilisiert. Nach einmaligem Waschen in PBS wurden die 

Schnitte in 10% Ziegenserum für zwei Stunden bei RT blockiert. Im Anschluss wurden die 

Schnitte in PBS+Ca2+/Mg2+ (0,1% CaCl2 w/v, 0,1% MgCl2 w/v) für 5 min gewaschen und der 

Anti-Myctag Antikörper in 3% BSA/TBS über Nacht bei 4 °C appliziert. Am darauf folgenden 

Tag wurden die Schnitte für 10 min in TBS gewaschen und mit einem mit Alexa 488 

gekoppeltem Anti-Maus IgG2b in 3% BSA/TBS  und Dapi für eine Stunde bei RT inkubiert. 

Nach dreimaligem Waschen für 15 min in PBS wurden die Schnitte mit 1% PFA Lösung 

nachfixiert und mit Gelvatol eingebettet. 
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2.2.4.1.2 Immunfärbung	
  von	
  aktiver	
  Caspase	
  3	
  

Die Detektion der aktiven Caspase 3 erfolgte durch Färbung des durch proteolytische 

Prozessierung entstandenen Fragments von 17 kDa. Die Färbung wurde laut dem von Cell 

Signaling Technology, Inc., Danvers (MA, USA) angegebenen Standardprotokoll zur 

Färbung auf Kryoschnitten durchgeführt. Im Anschluss an die Färbung wurden die Schnitte 

mit 1% PFA/PBS nachfixiert und mit Gelvatol eingebettet. 

    

2.2.4.2 Immunfärbung	
  von	
  Paraffinschnitten	
  

Zur Färbung von Antigenen auf Paraffinschnitten wurden die Schnitte zunächst durch 

Inkubation in Xylol entwachst und in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Nach 

Inkubation in PBS für 5 min wurde die Antigen-Demaskierung durchgeführt. Hierzu wurden 

die Schnitte entweder in Citratpuffer (Dako REAL, Dako) oder EDTA-Puffer (Target Retrieval 

pH9, Dako) für 20 min gekocht oder die Antigene durch enzymatischen Aufschluss mit einer 

1% Trypsinlösung für 10 min bei 37 °C demaskiert. In Anschluss wurden die Schnitte kurz in 

PBS gewaschen und für eine Stunde mit dem entsprechenden 10% Serum bei RT blockiert. 

Die Inkubation mit dem Erstantikörper erfolgte meist über Nacht bei 4 °C in der 

entsprechenden Verdünnungslösung in der Feuchtkammer. Nach mehrmaligem Waschen 

der Schnitte mit PBS wurde der Zweitantikörper zusammen mit der Kernfärbelösung für eine 

Stunde bei RT zugegeben. Nach Waschen der Schnitte in PBS wurden diese mit 1% PFA 

Lösung nachfixiert und mit Gelvatol eingedeckt.  

 

2.2.4.2.1 Immunfärbung	
  von	
  epidermalen	
  Differenzierungsmarkern	
  

Die Färbung von epidermalen Differenzierungsmarkern wie Keratin 14, Keratin 10, Loricrin 

und Fillagrin sowie des epidermalen Stammzellmarkers Keratin 15 erfolgte nach dem unter 

2.2.4.2 beschriebenen Standardprotokoll auf Paraffinschnitten. Zur Antigen-Demaskierung 

wurde der enzymatische Anverdau mit Trypsin eingesetzt (außer Keratin 14 und 15) und mit 

10% Ziegenserum blockiert. Die Antikörper wurden in 0,2% FSG/PBS verdünnt und über 

Nacht bei 4 °C auf den Schnitten inkubiert.  

 

2.2.4.2.2 Immunfärbung	
  von	
  Haarfollikeldifferenzierungsmarkern	
  und	
  Adhäsionsmolekülen	
  

Die Färbung von Haarfollikeldifferenzierungsmarkern wie CDP, Foxn1, Lef1 und ß-Catenin 

sowie für Typ I Haarkeratine (AE13) und die Adhäsionskomponenten Dsg1+2, Dsg4, Dsc2 

und Plakoglobin wurde, wie in 2.2.4.2 beschrieben, auf Paraffinschnitten durchgeführt. Die 

Antigen-Demaskierung erfolgte mit Ausnahme von Foxn1 und Lef1 durch Kochen in EDTA-

Puffer (Target Retrieval pH 9, Dako). Foxn1 wurde durch Trypsinanverdau, Lef1 durch 

Kochen in Citratpuffer (Dako REAL, Dako) demaskiert. Die Blockierung der CDP- und Lef1- 
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Färbung erfolgte durch 10% Ziegenserum, die der Foxn1 mit 10% Eselserum. Zur Färbung 

aller anderen Antigene, auch die der Dsc2-AE13-Doppelfärbung, wurden die Schnitte mit 1% 

Milch/1% BSA/10% Ziegenserum in PBS für 1 bis 2 h blockiert. Die Verdünnung der 

Antikörper für die CDP- und Foxn1-Färbungen erfolgte in ADS, die der Lef1-Färbung in 10% 

Ziegenserum. Alle weiteren Antikörper (inklusive AE13 und Dsc2) wurden in 1% Milch/1% 

BSA/10% Ziegenserum in PBS verdünnt. Die Inkubation aller Erstantikörper erfolgte über 

Nacht bei 4 °C, die Inkubation der Sekundärantikörper für 1 h bei RT. 

 

2.2.4.2.3 Immunfärbung	
  von	
  BrdU	
  und	
  Keratin	
  14	
  

Zur Färbung von BrdU inkorporierenden Zellen wurden Paraffinschnitte von zuvor injizierten 

Mäusen zunächst entparaffinisiert und anschließend in PBS 5 min rehydriert. Anschließend 

wurden die Schnitte in Citratpuffer (Dako REAL, Dako) zur Antigen-Demaskierung 20 min 

gekocht, 30 min abkühlen gelassen und 5 min in PBS gewaschen. Nach Blocken mit 10% 

Ziegenserum/PBS für 1 h wurde der Anti-BrdU Antikörper in ADS appliziert und die Schnitte 

über Nacht bei 4 °C gelagert.  Am nächsten Tag wurde nach dreimaligem Waschen mit PBS 

der Sekundärantikörper Anti-Maus IgG1 Alexa 488 sowie ein Anti-Keratin 14 Antikörper in 

ADS für 1,5 h bei RT inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS wurde im Anschluss 

ein Anti-Kaninchen Alexa 555 zusammen mit DAPI zur Kernfärbung für eine Stunde bei RT 

zugegeben. Nach nochmaligem Waschen mit PBS wurden die Schnitte im Anschluss mit 1% 

PFA für 5 min nachfixiert und mit Gelvatol eingedeckt.  

 

2.2.4.2.4 Immunfärbung	
  von	
  Melanozytenmarkern	
  

Zur Detektion von Melanozyten in der Haut wurden Färbungen für die Melanozytenmarker 

Tyrp1, welcher reife Melanozyten markiert, und Trp2, welcher Melanozytenvorläuferzellen 

markiert, etabliert. Die Färbung beider Marker in einer Doppelfärbung wurde, wie in Abschnitt 

2.2.4.2 beschrieben, auf Paraffinschnitten durchgeführt. Die Demaskierung der Antigene 

erfolgte durch Kochen in EDTA-Puffer (Target Retrieval pH 9, Dako) bevor anschließend die 

Schnitte mit 10% Eselserum blockiert wurden. Da beide Erstantikörper aus unterschiedlichen 

Spezies stammten, konnte die Inkubation mit den Antikörpern gegen Tyrp1 und Trp2 in 

einem Schritt durchgeführt werden.  Die Verdünnung der Antikörper erfolgte in ADS. Als 

Zweitantikörper wurden Antikörper gewählt, die in derselben Spezies generiert wurden, um 

Kreuzreaktionen zu vermeiden. 

 

2.2.4.2.5 Färbung	
  von	
  polymerisiertem	
  Aktin	
  mit	
  TRITC-­‐markiertem	
  Phalloidin	
  	
  

Zur Visualisierung von polymerisiertem Aktin wurden Paraffinschnitte nach 

Entparaffinisierung kurz mit PBS gewaschen und diese mit TRITC-markiertem Phalloidin 
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(1:200) und DAPI in PBS für ca. 10 min bei RT inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit 

PBS wurden die Schnitte mit 1% PFA für 5 min nachfixiert und mit Gelvatol eingedeckt. 

 

2.2.4.3 L-­‐DOPA	
  histochemische	
  Färbung	
  von	
  Melanozyten	
  

Zur Färbung von Melanozyten kann diese einfache histochemische Färbung einsetzt 

werden. Hierzu werden Kryoschnitte in einer Lösung von L-DOPA inkubiert. Das 

aufgenommene L-DOPA wird von dem in den Schnitten vorhandenen Enzym Tyrosinase 

umgesetzt und es entsteht eine bräunliche Färbung in den Bereichen, in denen Tyrosinase-

Aktivität besteht [Laidlaw & Blackberg, 1932]. Durch eine Färbung mit L-DOPA kann somit 

eine Aussage über die in vivo Aktivität von Tyrosinase getroffen werden.  

 

Nachdem Kryoschnitte mit 4% PFA/PBS für zwei Stunden fixiert wurden, wurden diese nach 

kurzem Waschen in ddH2O für 45 min in einer L-DOPA-Lösung (1 mg/ml) bei 37 °C inkubiert. 

Anschließend wurde die Lösung gegen frische L-DOPA-Lösung ersetzt und die Schnitte für 

weitere drei Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach kurzem Waschen in Leitungswasser wurde 

eine H&E-Gegenfärbung nach einem Standardprotokoll durchgeführt und die Schnitte in 

Entellan eingebettet. 

  

2.2.4.4 Tyramide-­‐basierter	
  Tyrosinase-­‐Aktivitätsassay	
  (TTA-­‐Assay)	
  

Der TTA-Assay stellt eine weitere Methode dar, die von Han et al., 2002 beschrieben wurde 

und zur Bestimmung der Tyrosinase-Aktivität herangezogen werden kann. Sie basiert auf 

einer Fluoreszenzdetektion der Tyrosinase-Aktivität mit Hilfe des kommerziellen TSA Kits 

von Perkin Elmer, Waltham (MA, USA). Die Durchführung des Assays auf Kryoschnitten 

erfolgte laut dem in Han et al., 2002 beschriebenen Protokoll. 

 

2.2.4.5 Detektion	
  von	
  apoptotischen	
  Zellen	
  mittels	
  TUNEL-­‐Assay	
  	
  

Um apoptotische Zellen zu detektieren, wurde ein Fluoreszenz-basierter Assay eingesetzt, 

der auf einer enzymatischen Fluoreszenzmarkierung offener DNA Enden beruht. Diese 

entstehen während des Apoptoseprozesses im Zellkern. Zur Detektion dieser offenen DNA-

Enden wurde das kommerzielle Kit DeadEnd™ Fluorometric TUNEL System der Firma 

Promega, Mannheim eingesetzt. Der Assay wurde laut der beiliegenden Vorschriften für die 

Durchführung auf Paraffinschnitten oder auf Zellkulturen ausgeführt. 
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2.2.4.6 Fixierung	
   der	
   Hautproben	
   für	
   die	
   Transmissionselektronenmikroskopie	
   und	
   die	
  

Semidünnschnittanalyse	
  

Die entnommenen Hautproben wurden im direkten Anschluss an die Biopsie in die 

Fixierlösung (2% PFA/PBS, pH7,4 und 2% Glutardialdehyd in 0,1M Cacodylatpuffer, pH 7,4; 

erhalten von AG Bloch) gegeben und für ca. 8 h bei RT fixiert und anschließend nach 

Standardprotokollen der Arbeitsgruppe von Prof. W. Bloch (Köln) an der Sporthochschule 

Köln eingebettet, geschnitten und für die transmissionselektronenmikroskopische Analyse 

oder die Analyse in Semidünnschnitten angefärbt.  

 

2.2.5 Maus	
  in	
  vivo	
  Experimente	
  

2.2.5.1 In	
  vivo	
  BrdU	
  Injektion	
  

Für den in vivo Nachweis von proliferierenden Zellen durch Einbau von BrdU während der 

Zellteilung wurden 100 µl BrdU-Lösung (3,2 mg/200 µl in PBS) intraperitoneal in Jungtiere 

injiziert. Nach zwei Stunden wurden die behandelten Tiere getötet und Hautproben für die 

Analyse in Paraffinschnitten entnommen.  

 

2.2.5.2 In	
  vivo	
  Bestrahlung	
  von	
  Mäusen	
  mit	
  UVB	
  

Zur Bestrahlung der Mäuse mit UVB wurde die Rückenhaut zunächst durch Rasieren von 

Haaren befreit, die Tiere durch intraperitoneale Injektion von ca. 200 µl Narkoselösung (10 

mg/ml Ketavet, 0,1% Rompun in 0,9% NaCl) betäubt. Anschließend wurde der zu 

bestrahlende Bereich (2 cm x 2 cm) durch Auflegen einer angefertigten Schablone aus 

Aluminiumfolie markiert und die Tiere mit einer Breitband-UVB-Lampe (Teilkörper UV-

Therapiesystem TP-4 mit Waldmann UV-6 UVB-Röhren, Herbert Waldmann GmbH & Co. 

KG, Villingen-Schwenningen) mit einer Dosis von 1000 mJ/cm2 bestrahlt, wobei der nicht zu 

bestrahlende Bereich mit der Schablone aus Aluminiumfolie abgedeckt wurde. Während der 

Zeit der Narkose wurden die Augen der Tiere mit Augensalbe (Bayer HealthCare AG, 

Leverkusen) gegen Austrocknung geschützt. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach 

Bestrahlung wurden die Tiere getötet und sowohl Hautproben aus dem bestrahlten und 

einem benachbarten unbestrahlten Areal entnommen und für die Analyse in Paraffin- und 

Kryoschnitten eingebettet. 

 

2.2.6 Statistische	
  Analyse	
  

Zur statistischen Analyse der erhobenen Daten wurde das Programm GraphPad Prism 5 

(GraphPad Software Inc., La Jolla (CA, USA)) eingesetzt. Die statistische Analyse erfolgte 

mit Hilfe eines Student’s T-Test oder eines Mann-Whitney-U-Test. 
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3 	
  Ergebnisse	
  	
  

3.1 Rac1	
  Rescue	
  Mäuse	
  als	
  Modell	
  zur	
  Analyse	
  suprabasaler	
  Rac1	
  Funktionen	
  	
  

Zur Analyse der Auswirkungen der Defizienz von Rac1 in den differenzierten Anteilen der 

Epidermis und der Haarfollikel wurde die Rac1-Aktivität in der Basalzellschicht von Rac1 E-

KO Mäusen durch den Einsatz L61Rac1 transgener Mäuse wiederhergestellt. L61Rac1 

transgene Mäuse wurden bereits im Rahmen einer vorangegangen Doktorarbeit generiert 

und exprimieren unter der Kontrolle eines trunkierten humanen K14-Cre Promotors eine 

Punktmutante von Rac1 mit konstitutiv aktiven Eigenschaften. Diese wurde durch einen 

Ersatz der Aminosäure Glutamin durch Leucin an Position 61 hergestellt. Der Rac1-Mutante 

ist in der Expressionskassette zusätzlich eine Kozak-Sequenz und sowie ein Myc-Tag zum 

einfachen Nachweis des TGs vorangelagert. Nachgeschaltet befindet sich außerdem eine 

SV40 Poly-A-Sequenz, die für die Expression im eukaryontischen System notwendig ist. Der 

mittlere L61Rac1 enthaltende Teil kann durch Verdau mit XbaI und ClaI aus der 

Expressionskassette isoliert werden (siehe Abb. 3-1a). Durch eine konstruktspezifische PCR 

konnte das TG bereits eindeutig auf genomischer Ebene nachgewiesen werden (Abb. 3-1b). 

L61Rac1 transgene Mäuse zeigen sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch keine 

phänotypischen Veränderungen. Sie zeigen weder gesundheitliche Beeinträchtigungen noch 

Größenunterschiede oder Veränderungen in Haut und Haaren sowie keine Unterschiede in 

der Kompartimentierung und Struktur von L61Rac1 transgener Haut und Haaren. 

Um die Lokalisation und die Aktivität des Konstrukts nachzuweisen, wurde zunächst damit 

begonnen, die L61Rac1 transgene Tiere genauer zu charakterisieren. Fluoreszenzfärbung 

des enthaltenden Myc-Tags zeigte eine Expression des Konstrukts in der Basalzellschicht 

der Epidermis (Abb. 3-1c). Aufgrund der Struktur der Haarfollikel war es jedoch nicht 

möglich, die basale Expression des TGs in der äußeren Haarwurzelscheide nachzuweisen. 

Die Expression in der IFE lässt jedoch vermuten, dass die Expression des TGs im 

Haarfollikel auf die äußere Haarwurzelscheide beschränkt ist. Die Funktionalität und Aktivität 

des Konstrukts wurde auf Proteinebene in Epidermisproben neugeborener Mäuse durch 

einen Rac1 Pull-Down Assay analysiert, der spezifisch aktives, d.h. GTP gebundenes, Rac1 

nachweist (Abb. 3-1d, oben). In der Pull-Down Fraktion war in L61Rac1 transgenen 

Epidermisproben eine starke TG-Bande bei ca. 23 kDa zu erkennen, die in der Kontrolle 

nicht nachgewiesen werden konnte. Außerdem zeigte sich im Vergleich zu der untersuchten 

Kontrolle eine starke Anreicherung des aktiven Rac1 in den transgenen Epidermisproben, 

die die Funktionalität des Konstrukts bestätigt. Auch in vitro konnte die Expression und 

Funktionalität des L61Rac1-Konstrukts in primären Keratinozyten durch Anwendung eines 

Rac1 Pull-Down Assays nachgewiesen werden (siehe Abb. 3-1d, unten). 
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Konstitutiv aktive L61Rac1 transgene Mäuse wurden mit Mäusen mit einer Epidermis- 

spezifischen Deletion von Rac1 (Rac1 E-KO), die durch einen Verlust des Fells 

gekennzeichnet sind, gekreuzt, um in diesen spezifisch die basale Expression von Rac1 in 

der IFE und dem Haarfollikel wiederherzustellen. Hierzu wurden die von Chrostek et al., 

2006 beschriebenen Rac1-flox Mäuse verwendet (siehe Kapitel 1.6.2). Statt der von ihnen 

verwendeten Cre-Rekombinase, die an einen trunkierten Keratin 5-Promotor gekoppelt ist, 

wurde von uns ein K14-Cre Rekombinase-Konstrukt eingesetzt, um eine Deletion von rac1 in 

allen Schichten der Epidermis und des Haarfollikels zu erreichen. Der Einsatz von K14-Cre 

hat in ersten Analysen zu einem stärkeren Phänotyp der Rac1 E-KO Mäuse geführt (vgl. 

Abb. 3-2a) als der Einsatz des K5-Cre-Konstrukts.  

  

Um der Fragestellung nachzugehen, ob das Haarwachstum durch die Expression von 

L61Rac1 im basalen Kompartiment der Epidermis wiederhergestellt werden kann, wurden 

Rac1 E-KO Mäuse mit L61Rac1 transgenen Mäusen gekreuzt. Dadurch wurde die nach 

rac1-Deletion verlorene Aktivität von Rac1 in den Basalzellen der Epidermis und in der 

äußeren Haarwurzelscheide der Haarfollikel wiederhergestellt. Der Phänotyp der aus dieser 

Kreuzung resultierenden Rac1 Rescue Mäuse (L61Rac1 Rac1 E-KO) zeigte, dass durch 

basale Expression des konstitutiv aktiven L61Rac1 TGs in Rac1 Rescue Mäusen der Verlust 

des Fells aufgehoben werden kann. Bereits im Alter von 10 Tagen p.p. war in Rac1 Rescue 

Abbildung	
   3-­‐1:	
   Charakterisierung	
   der	
   konstitutiv	
   aktiven	
   L61Rac1	
   Mutante.	
   (a)	
   Schematische	
   Darstellung	
   des	
   K14-­‐
L61Rac1-­‐Konstrukts	
  mit	
  den	
  jeweiligen	
  Hybridisierungsstellen	
  für	
  PCR-­‐Primer	
  und	
  die	
  DNA-­‐Sonde	
  des	
  Southern	
  Blots	
  sowie	
  
der	
   umgebenden	
   Restriktionsstellen	
   (K:	
   Kozak-­‐Sequenz,	
   Myc:	
   Myctag)	
   (b)	
   Nachweis	
   der	
   Integration	
   des	
   TGs	
   in	
   das	
  
Mausgenom	
   durch	
   PCR.	
   (+:	
   Positivkontrolle,	
   -­‐:	
   Negativkontrolle)	
   (c)	
   Nachweis	
   der	
   in	
   vivo	
   Expression	
   des	
   TGs	
   in	
   der	
  
Basalzellschicht	
   der	
   Epidermis.	
   Skalierungsbalken:	
   10	
   µm.	
   (d)	
  Nachweis	
   der	
   Expression	
   und	
   Funktionalität	
   des	
   L61Rac1-­‐
Konstrukts	
  in	
  Epidermisproben	
  (oben)	
  und	
  primären	
  Keratinozyten	
  (unten)	
  durch	
  Rac1	
  Pull-­‐Down	
  Analyse.	
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Mäusen makroskopisch ein Wachstum der Haare erkennbar, wohingegen in Rac1 E-KO 

Mäusen kein Wachstum der Haare festzustellen war (siehe Abb. 3-2a). Zum Nachweis der 

TG-Expression in Rac1 Rescue Mäusen sowie der vollständigen Deletion von endogenem 

Rac1 wurde deren Expression und Aktivität in einem Rac1 Pull-Down Assay untersucht. Die 

Analyse des L61Rac1 TGs zeigt eine starke Anreicherung des TGs in der aktiven Rac1 

Fraktion in L61Rac1 transgenen Kontrollen sowie in Rac1 Rescue Mäusen an Tag 5 p.p. 

(siehe Abb. 3-2b). In Rac1 Rescue Mäusen konnte außerdem eine Reduktion von 

endogenem Rac1 in der Pull-Down Fraktion nachgewiesen werden, was die Deletion von 

Rac1 in Rac1 Rescue Mäusen bestätigt. In Rac1 E-KO Mäusen konnte an Tag 2 p.p. kein 

aktives Rac1 nachgewiesen werden, wohingegen totales Rac1 erst an Tag 10 p.p. nicht 

mehr nachweisbar war (vgl. Abb. 3-2b). An Tag 28 p.p. wiesen Rac1 Rescue Mäuse im 

Vergleich zu Rac1 E-KO Mäusen, die zu diesem Zeitpunkt durch einen fast vollständigen 

Verlust des Fells bis auf ein paar wenige Haare gekennzeichnet sind, ein komplettes 

Fellkleid. Dieses weist jedoch interessanterweise ein im Vergleich zu den Kontrollen 

verändertes Erscheinungsbild auf, das an Tag 28 p.p. besonders deutlich zu erkennen war 

(vgl. Abb. 3-2a). 

 

 

 

Die im Folgenden beschriebenen Ergebnisse wurden an Tieren, die aus einem gemischten 

Hintergrund aus C57Bl/6 und C3H/He Mäusen stammten, durchgeführt. Um auszuschließen, 

dass die beobachteten Veränderungen im Erscheinungsbild des Fells eine Folge des 

gemischten Hintergrunds darstellen, wurden die genetisch veränderten Mausmodelle über 

mehrere Generationen in einen reinen C57Bl/6 Hintergrund zurückgekreuzt. Diese Rac1 

Rescue Tiere weisen einen vergleichbaren Phänotyp wie die analysierten Tiere in einem 

Abbildung	
  3-­‐2:	
  Wiederherstellung	
  des	
  Haarwachstums	
  in	
  Rac1	
  Rescue	
  Mäusen.	
  (a)	
  Makroskopischer	
  Phänotyp	
  von	
  Rac1	
  
E-­‐KO	
  und	
  Rac1	
  Rescue	
  Mäusen	
  im	
  Vergleich	
  zu	
  Kontrolltieren	
  im	
  Alter	
  von	
  10	
  Tagen	
  p.p.	
  (links)	
  und	
  28	
  Tagen	
  p.p.	
  (rechts)	
  
in	
  einem	
  gemischten	
  genetischen	
  Hintergrund.	
   (b)	
  Rac1	
  Pull-­‐Down	
  Analyse	
  zum	
  Nachweis	
  der	
  Deletion	
  von	
  totalem	
  und	
  
aktivem	
  endogenen	
  Rac1	
  sowie	
  der	
  Transgenexpression	
  zu	
  verschiedenen	
  postnatalen	
  Zeitpunkten	
  sowohl	
   in	
  Rac1	
  E-­‐KO	
  
und	
  Rac1	
  Rescue	
  Mäusen	
  als	
  auch	
  in	
  Kontroll-­‐	
  und	
  L61Rac1	
  transgenen	
  Tieren.	
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gemischten Hintergrund auf (siehe Abb. 3-3a). Deshalb ist ein Einfluss des genetischen 

Hintergrunds auf den beobachteten Phänotyp ausgeschlossen.  

 

Eine Veränderung des Rac1-abhängigen Signalwegs durch Expression des L61Rac1 TGs 

könnte auch Effekte auf Signalwege anderer Rho-GTPasen besitzen, denn wie verschiedene 

Studien gezeigt haben, können GTPasen der Rho-Familie ihre Aktivierung bzw. Inaktivierung 

untereinander beeinflussen [Nobes & Hall, 1995a; Sander et al., 1999]. Um auszuschließen, 

dass das Wachstum der Haare in Rac1 Rescue Mäusen einen unspezifischen Effekt der 

Expression des konstitutiv aktiven L61Rac1 TGs durch Beeinflussung anderer Rho-GTPasen 

darstellt, wurden zusätzlich Rac1 E-KO Mäuse mit in unserem Labor verfügbaren dominant 

negativen N17Rac1 transgenen Mäusen gekreuzt. Diese Tiere zeigen einen Phänotyp, der 

makroskopisch mit Rac1 E-KO Mäusen vergleichbar ist (siehe Abb. 3-3b). Der 

makroskopische Phänotyp von N17Rac1 Rac1 E-KO Mäusen weist darauf hin, dass das 

Wachstum der Haare in Rac1 Rescue Mäusen keinen unspezifischen Effekt des L61Rac1 

TGs darstellt und dass eine funktionale Aktivität von Rac1 erforderlich ist, um den Phänotyp 

der Rac1 Rescue Mäuse zu erhalten. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Das durch die basale Expression von L61Rac1 induzierte Haarwachstum und das 

veränderte Erscheinungsbild des Fells in Rac1 Rescue Mäusen wirft eine Reihe von Fragen 

auf, die mit Hilfe der nachfolgend beschriebenen Untersuchungen beantwortet werden 

sollen:  

1. Ist die basale Expression von L61Rac1 ausreichend, um die Bildung normaler, 

vollständig differenzierter Haare zu induzieren? Wenn nicht, welche Abnormitäten 

weisen die Haare von Rac1 Rescue Mäusen auf? 

Abbildung	
  3-­‐3:	
  Makroskopischer	
  Phänotyp	
  von	
  Rac1	
  Rescue	
  Mäusen	
   in	
  einem	
  C57Bl/6	
  Hintergrund	
   (a)	
  und	
  N17Rac1	
  
Rac1	
  E-­‐KO	
  Mäusen	
  (b).	
  Abbildungsteil	
  a	
  zeigt	
  den	
  Phänotyp	
  einer	
  10	
  Tage	
  alten	
  Rac1	
  Rescue	
  Maus	
  im	
  Vergleich	
  zu	
  einer	
  
K14-­‐Cre-­‐negativen	
  Kontrollmaus	
  in	
  einem	
  C57Bl/6	
  Hintergrund;	
  Abbildungsteil	
  b	
  den	
  Phänotyp	
  einer	
  N17Rac1	
  transgenen	
  
Rac1	
  E-­‐KO	
  Maus	
  im	
  Vergleich	
  zu	
  einer	
  K14-­‐Cre-­‐negativen	
  Kontrolle	
  ungefähr	
  an	
  Tag	
  28	
  p.p..	
  	
  



Ergebnisse	
  

52	
  

2. Ist das Wachstum der Haare in Rac1 Rescue Mäusen normal? 

3. Beeinflusst der Verlust der Rac1-Expression selektiv bestimmte Haartypen?  

4. Führt der Verlust von endogenem Rac1 in den suprabasalen Anteilen der Epidermis 

der Rac1 Rescue Mäuse zu Veränderungen in der Differenzierung der IFE?  

5. Welchen Einfluss besitzt der suprabasale Verlust von Rac1 auf die 

Stammzelleigenschaften in vivo und in vitro?  

6. Ist die Haarmorphogenese in Rac1 Rescue Mäusen beeinflusst? 

7. Sind die Veränderungen in dem Erscheinungsbild des Fells in Rac1 Rescue Mäusen 

auf Veränderungen in der Haarstruktur und/oder der Pigmentierung zurückzuführen? 

8. Wie wurde der Verlust des Fells in Rac1 E-KO Mäusen ausgelöst? 

 

 

3.2 Phänotypische	
  Charakterisierung	
  von	
  Rac1	
  Rescue	
  Mäusen	
  

3.2.1 Morphologische	
  Veränderungen	
  in	
  der	
  Haarfollikelstruktur	
  von	
  Rac1	
  Rescue	
  Mäusen	
  

Zur Beantwortung der Frage, ob die makroskopischen Veränderungen im Fell von Rac1       

E-KO und Rac1 Rescue Mäusen auf Veränderungen in der Haarfollikelstruktur 

zurückzuführen sind, wurden Hautproben von 10 Tage alten Mäusen nach Färbung mit 

Hämatoxylin und Eosin (H&E) histologisch untersucht (siehe Abb. 3-4).  

 

Im Vergleich zu Kontroll- und L61Rac1 transgenen Tieren, die voll ausgebildete Anagen-

Haarfollikel aufwiesen, waren in Rac1 E-KO Mäusen an Tag 10 p.p. keine intakten 

Haarfollikel zu erkennen. Fast alle Haarfollikel waren zu diesem Zeitpunkt bereits vollständig 

degradiert. Durch die TG-vermittelte Expression der konstitutiv aktiven Rac1-Mutante in der 

Basalzellschicht von Rac1 Rescue Mäusen konnte, wie in Abbildung 3-4 zu erkennen ist, die 

Haarfollikelstruktur wiederhergestellt werden bzw. eine Degradierung der Haarfollikel, wie sie 

in Rac1 E-KO Mäusen zu finden ist, unterbunden werden. Jedoch zeigten die Haarfollikel 

von Rac1 Rescue Mäusen im Vergleich zu den Kontrolltieren eine veränderte Struktur. Die 

Haarbulbi der Rac1 Rescue Mäuse schienen schmaler zu sein und auch die typische 

angewinkelte Struktur im unteren Bereich des Haarfollikels, die in Kontroll- und L61Rac1 

transgenen Mäusen zu erkennen ist, schien in Rac1 Rescue Mäusen verloren. Außerdem 

schien auch die Länge der Haarfollikel im Vergleich zu den gleichaltrigen Kontrolltieren und 

L61Rac1 transgenen Tieren reduziert zu sein. 
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Um die beschriebenen Veränderungen der Haarfollikel zu quantifizieren, wurden die 

Parameter Haarfollikellänge und die Dichte der Haarfollikel untersucht. Die Quantifizierung 

der Haarfollikeldichte ergab keine Unterschiede zwischen Rac1 Rescue Mäusen und den 

untersuchten L61Rac1 transgenen sowie den homozygot gefloxten Kontrolltieren, was 

darauf hindeutet, dass durch basale Expression von konstitutiv aktivem Rac1 die 

Degradierung der Haarfollikel vollständig verhindert werden kann und die Expression des 

TGs nicht zu einer de novo-Anlage von Haarfollikeln führt. Es ist daher eher 

unwahrscheinlich, dass Rac1 eine Funktion in der Induktion der Haarfollikelplakoden 

während der Morphogenese übernimmt. Lediglich in Rac1 E-KO Mäusen konnte eine 

signifikante Reduktion der Haarfollikeldichte gemessen werden (vgl. Abb. 3-5a), die 

vermutlich auf die bereits stark fortgeschrittene Zerstörung der Haarfollikel zurückzuführen 

ist. Eine Untersuchung der Haarfollikeldichte an Tag 1 p.p. ergab keine Unterschiede 

zwischen Rac1 E-KO, Rac1 Rescue und den untersuchten Kontrollmäusen (nicht 

dargestellt). 

 

Aufgrund der starken Zerstörung der Haarfollikel in Rac1 E-KO Mäusen wurde bei der 

Analyse der Haarfollikellänge auf eine Quantifizierung dieser Tiere verzichtet. Die 

Quantifizierung der Rac1 Rescue Haarfollikel zeigte jedoch eine statistisch signifikante 

Reduktion der Haarfollikellänge (siehe Abb. 3-5b). Da die Längenentwicklung der Anagen-

Abbildung	
   3-­‐4:	
  Histologische	
  Darstellung	
   der	
  Haarfollikelstruktur	
   an	
   10	
   Tage	
   alten	
  Mäusen.	
  Die	
  Haarfollikelstruktur	
  
wurde	
  an	
  H&E-­‐gefärbten	
  Paraffinschnitten	
  von	
  gleich	
  alten	
  Kontroll-­‐	
  und	
  L61Rac1	
  transgenen	
  Tieren	
  sowie	
  von	
  Rac1	
  E-­‐
KO	
  und	
  Rac1	
  Rescue	
  Mäusen	
  untersucht.	
  Skalierungsbalken:	
  100	
  µm.	
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Haarfollikel entscheidend durch die Proliferationsaktivität der Matrixkeratinozyten im 

Haarbulbus beeinflusst wird [Stenn & Paus, 1999; Magerl et al., 2001; Legue & Nicolas, 

2005], könnte eine verringerte Proliferation im Haarbulbus die Reduktion der 

Haarfollikellänge ausgelöst haben. 

 

   

 

 

Aus diesem Grund wurde einen Tag früher, an Tag 9 p.p., die BrdU-Inkorporation in die 

Keratinozyten der Haarbulbi nach zweistündiger Inkubationszeit als Maß für die 

Proliferationsaktivität untersucht (vgl. Abb. 3-6). Bereits die Fluoreszenzaufnahmen der 

Haarbulbi ließen vermuten, dass die Anzahl der BrdU-positiven Keratinozyten im Haarbulbus 

reduziert ist. Daher wurde eine Quantifizierung der BrdU-positiven Zellkerne in den Haarbulbi 

vorgenommen. Auf eine Quantifizierung von Rac1 E-KO Bulbi wurde verzichtet, da eine 

solche Untersuchung aufgrund der massiven Haarfollikeldegradierung kein eindeutiges 

Ergebnis geliefert hätte (siehe Abb. 3-6). Die Quantifizierung der BrdU-positiven Kerne in 

den Haarbulbi von Kontroll-, L61Rac1 transgenen sowie Rac1 Rescue Mäusen zeigte eine 

hoch signifikante Reduktion in der mittleren Anzahl an BrdU-positiven Kerne pro Bulbus 

(siehe Abb. 3-6, rechts). Daher könnte die reduzierte Proliferation in den Rac1 Rescue 

Haarbulbi an Tag 9 p.p. für die reduzierte Haarfollikellänge an Tag 10 p.p. verantwortlich 

sein. 

Abbildung	
  3-­‐5:	
  Untersuchung	
  der	
  Haarfollikelcharakteristika	
  Haarfollikeldichte	
  (a)	
  und	
  Haarfollikellänge	
  (b)	
  an	
  Tag	
  10	
  
p.p.	
  (a)	
  Analyse	
  der	
  Haarfollikeldichte	
  in	
  Rac1	
  E-­‐KO,	
  Rac1	
  Rescue,	
  L61Rac1	
  und	
  Kontrollmäusen	
  pro	
  Gesichtsfeld	
  bei	
  100-­‐
facher	
  Vergrößerung	
  in	
  10	
  Gesichtsfeldern	
  je	
  Maus	
  (n=	
  3-­‐7).	
  Zur	
  Analyse	
  wurden	
  nur	
  Haarfollikel	
  herangezogen,	
  die	
  im	
  
jeweiligen	
  Anschnitt	
  in	
  der	
  Epidermis	
  enden.	
  (b)	
  Bestimmung	
  der	
  Haarfollikellänge	
  erfolgte	
  bei	
  50-­‐facher	
  Vergrößerung	
  
in	
   Kontroll-­‐,	
   L61Rac1	
   transgenen	
   sowie	
   Rac1	
   Rescue	
  Mäusen.	
   Dargestellt	
   ist	
   die	
   Länge	
   aller	
   gemessenen	
  Haarfollikel	
  
inklusive	
   des	
   ermittelten	
   Mittelwerts	
   (roter	
   Balken)	
   (n=	
   89-­‐139	
   Haarfollikel,	
   5-­‐9	
   Mäuse).	
   Mittelwert	
   (b)	
   ±	
   SEM	
   (a),	
  
statistische	
  Analyse	
  mittels	
  Mann	
  Whitney	
  Test	
  (a),	
  *p<0,05	
  (Kontrolle	
  vs.	
  Rac1	
  E-­‐KO),	
  **p<0,01	
  (Rac1	
  Rescue	
  vs.	
  Rac1	
  E-­‐
KO)	
  bzw.	
  Student’s	
  t-­‐Test	
  (b),	
  ***p<0,001	
  (Kontrolle,	
  L61Rac1	
  vs.	
  Rac1	
  Rescue).	
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Die in diesem Abschnitt dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die Expression von Rac1 in 

den suprabasalen Schichten des Haarfollikels einen entscheidenden Einfluss auf die 

Haarfollikelmorphologie besitzt. Ich konnte zeigen, dass die Expression von Rac1 in den 

differenzierten Anteilen des Haarfollikels dessen Elongation durch Regulation der 

Proliferation der Keratinozyten des Haarbulbus beeinflusst.    

 

3.2.2 Keine	
  Beeinflussung	
  der	
  Differenzierung	
  der	
  IFE	
  in	
  Rac1	
  Rescue	
  Mäusen	
  

Zur Charakterisierung möglicher Veränderungen in der epidermalen Differenzierung wurde 

die Expression von Keratin 14 als Marker für basale Keratinozyten sowie Keratin 10 für 

suprabasale Zellen der IFE analysiert [Fuchs & Green, 1980; Tseng et al., 1982]. Die 

Untersuchung der Marker wurde an Tag 10 p.p. durchgeführt, da zu diesem Zeitpunkt 

endogenes Rac1 in Rac1 E-KO Mäusen nicht mehr nachweisbar ist und der Phänotyp von 

Rac1 E-KO und Rac1 Rescue Mäusen bereits deutlich makroskopisch zu erkennen ist.  

 

Die Untersuchung der Expression beider Marker zeigte keine Veränderung in der Expression 

oder Lokalisation von Keratin 14 (siehe Abb. 3-7, oben) und Keratin 10 (siehe Abb. 3-7, 

unten). Dies stimmt mit den in Chrostek et al., 2006 beschriebenen Ergebnissen überein, die 

nach der Epidermis-spezifischen Deletion von Rac1 durch Keratin 5-Cre keine 

Veränderungen in der Differenzierung der IFE feststellen konnten. Die Analyse in Keratin 14-

Cre deletierten Rac1 E-KO sowie Rac1 Rescue Mäusen bestätigt, dass die Expression von 

Rac1 für die Differenzierung der IFE von untergeordneter Rolle ist. 

Abbildung	
  3-­‐6:	
  Reduktion	
  der	
  Proliferationsaktivität	
   im	
  Haarbulbus	
  von	
  9	
  Tage	
  alten	
  
Rac1	
   Rescue	
   Mäusen.	
   (a)	
   Immunfluoreszenzfärbung	
   auf	
   Paraffinschnitten	
   von	
   BrdU	
  
(grün)	
  und	
  Keratin	
  14	
  (rot)	
  sowie	
  Dapi	
  als	
  Kernfärbung	
  (blau)	
   in	
  Kontroll-­‐	
  und	
  L61Rac1	
  
transgenen	
  Mäusen	
   sowie	
   Rac1	
   E-­‐KO	
   und	
   Rac1	
   Rescue	
   Tieren.	
   Skalierungsbalken:	
   50	
  
µm.	
  (b)	
  Quantifizierung	
  der	
  BrdU-­‐positiven	
  Kerne	
  in	
  jeweils	
  zehn	
  Haarbulbi	
  von	
  Kontroll-­‐	
  
und	
  L61Rac1	
  transgenen	
  Tieren	
  sowie	
  von	
  Rac1	
  Rescue	
  Tieren	
  (n=	
  3	
  Mäuse).	
  Mittelwert	
  
±	
   SEM,	
   statistische	
   Analyse	
   mittels	
   Student’s	
   t-­‐Test,	
   ***p<0,001	
   (Kontrolle	
   vs.	
   Rac1	
  
Rescue).	
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3.2.3 Untersuchung	
   epidermaler	
   Stammzellpopulationen	
   in	
   vivo	
   und	
   deren	
   klonalen	
  

Eigenschaften	
  in	
  vitro	
  

Nach dem derzeit gültigen Modell wird angenommen, dass sich die Stammzellen des 

Haarfollikels hauptsächlich in der Bulge-Region befinden [Cotsarelis et al., 1990]. Dort ist 

durch Expression von verschiedenen Molekülen eine optimale Nische für diese 

Zellpopulationen geschaffen, die einen Erhalt der Stammzelleigenschaften begünstigt und 

eine Differenzierung dieser Zellen unterdrückt [Taylor et al., 2000; Ezhkova et al., 2009]. In 

der Literatur sind mittlerweile verschiedene Proteine beschrieben, die als Marker für diese 

Region herangezogen werden können. Zu den bis heute am besten charakterisierten 

Markern gehören Keratin 15 [Lyle et al., 1998; Lyle et al., 1999], dessen Expression jedoch 

in frühen Entwicklungsstadien nicht auf die Bulge-Region beschränkt ist, und CD34 

[Trempus et al., 2003], der bisher als genauester Marker für die Bulge-Region angesehen 

wird.  

 

In den letzten Jahren wurde in mehreren Publikationen die wichtige Funktion von Rac1 in der 

Aufrechterhaltung der Stammzellpopulationen bzw. dessen Wichtigkeit für den Erhalt der 

Stammzelleigenschaften im Haarfollikel demonstriert [Benitah, 2005; Benitah & Watt, 2007; 

Castilho et al., 2007]. 

 

Aus diesem Grund wurde überprüft, ob die Aktivität von Rac1 im Keratin 14-exprimierenden 

Kompartiment ausreichend ist, um einen Erhalt der Stammzellen zu ermöglichen. Da an Tag 

Abbildung	
   3-­‐7:	
   Untersuchung	
   der	
   epidermalen	
   Differenzierung	
   an	
   Tag	
   10	
   p.p.	
   in	
   Kontroll-­‐,	
   L61Rac1	
   transgenen	
  
Mäusen	
   sowie	
  Rac1	
  E-­‐KO	
  und	
  Rac1	
  Rescue	
  Mäusen.	
  Die	
  Abbildung	
   zeigt	
  die	
  Expression	
  des	
  Basalzellschichtmarkers	
  
Keratin	
  14	
  (grün)	
  (obere	
  Reihe)	
  und	
  die	
  Expression	
  von	
  Keratin	
  10	
  als	
  Marker	
  für	
  differenziertere	
  suprabasale	
  Schichten	
  
(grün)	
  (untere	
  Reihe)	
  sowie	
  eine	
  Kernfärbung	
  mit	
  PJ	
  (rot).	
  Skalierungsbalken:	
  100	
  µm.	
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10 p.p. jedoch keine spezifischen Marker für die Bulge-Region existieren, wurde die Analyse 

der Haarfollikelstammzellen an Tag 28 p.p. durchgeführt. Zu diesem Zeitpunkt befinden sich 

die Haarfollikel im Telogen-Stadium, in dem die Bulge-Region gut zu erkennen ist. In den 

untersuchten Kontrolltieren und L61Rac1 transgenen Tieren (nicht dargestellt) war die 

Expression von sowohl Keratin 15 als auch CD34 deutlich zu erkennen (siehe Abb. 3-8a). Im 

Gegensatz dazu war die Expression dieser beiden Bulge-Marker in Rac1 E-KO Mäusen 

stark reduziert (Abb. 3-8a). Durch basale Expression des L61Rac1 TGs wurde die 

Expression beider Marker in der Bulge-Region wieder erhöht. Für den Marker Keratin 15 

zeigte sich, dass in Rac1 Rescue Mäusen nur die Expression in der Bulge-Region 

wiederhergestellt werden kann, jedoch nicht die in den Kontrollen an Tag 28 p.p. noch in der 

IFE vorhandene Expression von Keratin 15 (siehe Abb. 3-8a). Eine Expression von Keratin 

15 in der IFE wurde bisher jedoch nicht primär mit den Vorläuferzellen der IFE assoziiert, 

sondern vielmehr mit denen der Bulge-Region  [Liu et al., 2003; Stachelscheid et al., 2008]. 

Eine direkte Zerstörung der Bulge-Stammzellen im Zuge der beobachteten Haarfollikel-

degradierung kann ausgeschlossen werden, da, wie von Chrostek et al., 2006 beschrieben, 

nur der nicht-permanente Teil des Haarfollikels in Rac1 E-KO Mäusen zerstört wird, die 

Bulge-Region jedoch im permanenten Teil des Haarfollikels lokalisiert ist.  

 

Um zu überprüfen, ob Stammzellen nach epidermaler Rac1-Deletion verloren gehen oder 

lediglich die Expression der spezifischen Bulge-Marker durch Rac1 beeinflusst wird, wurden 

die klonalen Eigenschaften primärer Keratinoyzten im Koloniebildungsassay in vitro 

untersucht. Hierzu wurde eine definierte Anzahl an Zellen je Zelllinie ausplattiert und nach 

einer ausreichenden Wachstumszeit der Parameter Koloniefläche analysiert, der Aufschluss 

über das Potential möglicher Zellteilungen dieser Zellen zulässt [Jensen et al., 2010]. 

Epidermale Stammzellen besitzen ein hohes Klonogenitätspotential, da diese eine große 

Anzahl an Zellteilungen durchlaufen müssen, um eine kontinuierliche Erneuerung des 

Gewebes zu gewährleisten [Jones & Watt, 1993; Rochat et al., 1994]. Sie bilden im 

Koloniebildungsassay besonders große Kolonien. Da die Kolonien, die in einem solchen 

Assay gebildet werden, möglicherweise von den Stammzellen der Haarfollikel abstammen 

und nicht von Vorläuferzellen der IFE gebildet werden [Langton et al., 2008], ist dieser Assay 

geeignet, um einen direkten Einfluss von Rac1 auf die Stammzelleigenschaften der Bulge-

Region zu untersuchen.  

Zur Auswertung der Koloniebildungsassays wurden, wie in Abbildung 3-8b und c dargestellt, 

zwei Auswertemethoden herangezogen. Zunächst wurde ein Größenverteilungsprofil7 der 

                                                 
7 Zur Erstellung eines Größenverteilungsprofils wurden die einzelnen Kolonien zunächst ihrer Größe nach sortiert, 
durchnummeriert und deren Rang (n) innerhalb der Gesamtzahl der Kolonien (ntotal) bestimmt. Um eine Vergleichbarkeit der 
unterschiedlichen Gesamtkolonienzahlen zu gewährleisten, wurde die prozentuale Rangordnung der Kolonien bestimmt. 
Dadurch ergab sich x=n/ntotal*100. 
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Kolonien, wie in Stachelscheid et al., 2008 dargestellt, erstellt. Eine solche Darstellung 

ermöglicht auf einen Blick eine Aussage über das Vermögen der Zellen zur Bildung 

verschiedener Koloniegrößen. Die durch eine solche Auftragung erzeugte Kurve zeigt in 

Wildtypzellen einen flachen, gleichmäßigen Verlauf, der jedoch im letzten Abschnitt (5-10%) 

in einen starken Anstieg der Koloniefläche übergeht. Es wird angenommen, dass es sich bei 

dieser Population um Stammzellen mit einem großen proliferativen Potential handelt.  

 

 

Abbildung	
   3-­‐8:	
   Charakterisierung	
   der	
   Bulge-­‐Stammzellregion	
   in	
   vivo	
   (a)	
   und	
   der	
   klonogenen	
   Eigenschaften	
  
primärer	
   Keratinozyten	
   in	
   vitro	
   (b,c).	
   (a)	
   Expression	
   der	
   Stammzellmarker	
   Keratin	
   15	
   (grün)	
   (obere	
   Reihe)	
   und	
  
CD34	
   (grün)	
   (untere	
   Reihe)	
   in	
   der	
   Bulge-­‐Region	
   von	
   28	
   Tage	
   alten	
   Mäusen.	
   Die	
   Kernfärbung	
   mit	
   PJ	
   ist	
   in	
   rot	
  
dargestellt.	
  Skalierungsbalken:	
  50	
  µm.	
  (b,c)	
  Bestimmung	
  der	
  klonogenen	
  Eigenschaften	
  von	
  murinen	
  Keratinozyten	
  
isoliert	
   aus	
   den	
   unterschiedlichen	
   Mausstämmen	
   in	
   vitro	
   mit	
   Hilfe	
   eines	
   Koloniebildungsassays.	
   (b)	
   zeigt	
   die	
  
Auftragung	
   aller	
   Kolonien	
   in	
   einem	
   Größenverteilungsprofil,	
   (c)	
   die	
   Auftragung	
   als	
   Balkendiagramm	
   nach	
  
Unterteilung	
  der	
  Kolonien	
  nach	
  ihrer	
  Größe.	
  Die	
  Ergebnisse	
  aus	
  (b)	
  und	
  (c)	
  sind	
  repräsentativ	
  für	
  drei	
  unabhängige	
  
Experimente.	
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Die Auswertung in einem Größenverteilungsprofil zeigte eine allgemeine Reduktion der 

Koloniefläche in aus Rac1 E-KO und Rac1 Rescue Mäusen isolierten primären 

Keratinozyten im Vergleich zu der Kontrollzelllinie. Der in den Kontrollzellen zu sehende 

steile Anstieg im hinteren Bereich der Kurve von ca. 90-100% war in Rac1 E-KO Mäusen 

nicht zu erkennen (siehe Abb. 3-8b). Dies könnte auf einen Verlust von Zellen mit einem 

hohen proliferativen Potential, wie es Stammzellen aufweisen, hindeuten. Durch basale 

Expression von L61Rac1 konnte ein Anstieg in der Anzahl größerer Kolonien in Rac1 

Rescue Keratinozyten erreicht werden (vgl. Abb. 3-8b). Die Kurvenverläufe für L61Rac1 

transgene Zellen und Rac1 Rescue Zellen waren nahezu identisch. Der Verlust an 

proliferativer Kapazität durch die Deletion von Rac1 konnte also durch die Expression von 

L61Rac1 im basalen Kompartiment allein aufgehoben werden. Jedoch erreichten Rac1 

Rescue Kolonien wie auch L61Rac1 transgene Kolonien nicht die Koloniefläche von 

Kontrollkeratinozyten, was darauf hinweist, dass die basale Expression von L61Rac1 sowohl 

in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von endogenem Rac1 zu einer Reduktion des 

proliferativen Potentials von Keratinozyten im Vergleich zu Kontrollzellkulturen führt.  

 

Zusätzlich wurde die ermittelte Koloniefläche in einem Balkendiagramm aufgetragen. Hierzu 

wurden die Kolonien nach ihrer Größe in kleine, mittlere und große Kolonien unterteilt. Bei 

dieser Form der Auswertung können Verschiebungen in der Koloniegröße einfach 

festgestellt werden. Die Auftragung der Koloniefläche von Kontroll- und L61Rac1 transgenen 

Keratinozyten sowie Rac1 E-KO und Rac1 Rescue Keratinozyten im Balkendiagramm zeigte 

eine starke Reduktion in der Größe der analysierten Rac1 E-KO Kolonien im Vergleich zu 

den Kontrollzellen und eine Verschiebung im Balkendiagramm hin zu mehr kleinen und sehr 

viel weniger großen Kolonien und bestätigt dadurch die aus der Analyse im Liniendiagramm 

gewonnenen Erkenntnisse (siehe Abb. 3-8c).  

 

Die nur partielle Wiederherstellung des Anteils großer Kolonien in Rac1 Rescue 

Keratinozyten durch Expression von L61Rac1 könnte durch das veränderte 

Koloniebildungsvermögen in L61Rac1 transgenen Keratinozyten, wie in Abbildung 3-8b und 

c zu sehen, verursacht sein. Diese zeigten sowohl im Linien- (Abb. 3-8b) als auch im 

Balkendiagramm (Abb. 3-8c) ein im Vergleich zu den Kontrollzellen vermindertes Vermögen 

zur Bildung großer Kolonien. Eine Erklärung hierfür könnten die morphologischen 

Veränderungen aufgrund der Expression von konstitutiv aktivem Rac1 in L61Rac1 

transgenen Keratinozyten liefern. Diese zeigten bei Kultivierung in vitro eine sehr flache, 

ausgebreitete Morphologie (vgl. Abb. 3-9a), die auf ein erhöhtes Zellausbreitungsverhalten 

zurückgeführt werden kann (siehe Abb. 3-9b). Möglicherweise beschränkt die oftmals 

enorme Größe der L61Rac1 transgenen Keratinozyten das Wachstum der Kolonien. Es ist 
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wahrscheinlich, dass die Änderungen in der Zellmorphologie und im Ausbreitungsverhalten 

mit Veränderungen im Aktinzytoskelett zusammenhängen. Es ist bereits vielfach in der 

Literatur beschrieben, dass Rac1 einen erheblichen Einfluss auf die Struktur des 

Aktinzytoskeletts in vitro ausübt [Tscharntke et al., 2005; Chrostek et al., 2006; Tscharntke et 

al., 2007]. Färbungen von polymerisiertem Aktin mit Phalloidin in Zellkulturen bestätigen die 

Veränderung des Zytoskeletts in L61Rac1 transgenen Zellen (nicht dargestellt). 

 

 

	
  

	
  

	
  

	
  

 

 

 

 

 

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass eine Deletion von Rac1 nicht nur die 

Expression von Bulge-Stammzellmarkern in vivo beeinflusst, sondern einen direkten Einfluss 

auf die Stammzelleigenschaften besitzt, wie die in vitro Untersuchungen gezeigt haben.  

Weiterhin deuten die Daten darauf hin, dass auch die Expression von Rac1 in den 

suprabasalen Schichten einen Einfluss auf das Haarfollikelstammzellkompartiment in vivo 

besitzen könnte, da in Rac1 Rescue Mäusen die Expression beider Marker nicht vollständig 

wiederhergestellt werden konnte. Ein Einfluss von L61Rac1 ist nicht wahrscheinlich, da in 

L61Rac1 transgenen Mäusen im Vergleich zu Kontrollmäusen keine Veränderungen in der 

Expression von K15 und CD34 detektiert werden konnten. Die in vitro Untersuchungen in 

Rac1 Rescue Keratinozyten lassen außerdem vermuten, dass eine Expression von L61Rac1 

in der Basalzellschicht und der äußeren Haarwurzelscheide allein nicht ausreichend ist, um 

die Stammzelleigenschaften in vitro vollständig wiederherzustellen.  

       

3.2.4 Haarphänotypen	
  in	
  Rac1	
  E-­‐KO	
  und	
  Rac1	
  Rescue	
  Mäusen	
  

Der Verlust des Fells in Rac1 E-KO Mäusen bis auf ein paar wenige einzelne Haare wirft die 

Frage auf, ob selektiv bestimmte Haartypen in Rac1 E-KO Mäusen verloren gehen, während 

andere erhalten bleiben. Um dieser Frage nachzugehen, wurde eine Analyse der 

Abbildung	
   3-­‐9:	
   Veränderte	
   Zellmorphologie	
   (a)	
   und	
   verändertes	
   Zellausbreitungsverhalten	
  
(„Spreading“)	
   (b)	
   in	
   L61Rac1	
   transgenen	
   und	
   Kontroll-­‐	
   (Wildtyp-­‐)	
   Keratinozyten.	
   (a)	
   zeigt	
   die	
  
Zellmorphologie	
   von	
   L61Rac1	
   und	
   Kontrollkeratinozyten	
   bei	
   gleicher	
   Vergrößerung,	
   (b)	
   die	
  
Histogramm-­‐Auswertung	
  der	
  Zellfläche	
  im	
  „Spreading“-­‐Assay.	
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Haartypkomposition des Rückenkörperfells durchgeführt, wobei die Haare immer an 

vergleichbaren Stellen entnommen wurden. In Mäusen können fünf verschiedene Haartypen 

unterschieden werden, die, wie in Abschnitt 1.2.2.1 beschrieben, durch unterschiedliche 

Induktionszeitpunkte während der Entwicklung sowie Unterschiede in der Länge und dem 

inneren Aufbau charakterisiert sind [Sundberg, 1994; Duverger & Morasso, 2009].  

 

In den untersuchten Kontrollmäusen konnten die in der Literatur beschriebenen Anteile der 

verschiedenen Haartypen nachgewiesen werden (Abb. 3-10b). In Rac1 E-KO Mäusen 

gestaltete sich die Klassifizierung der Haarfollikel schwierig, da eine eindeutige Zuordnung 

der Haare in die unterschiedlichen Gruppen Guard-, Awl/Auchene- und Zigzag-Haare 

oftmals nur schwer möglich war (siehe Abb. 3-10a). Daher wurden die Haare der Rac1 E-KO 

Mäuse lediglich in Awl/Auchene-ähnliche, die durch einen geraden Aufbau und die 

Anwesenheit von zwei oder mehr Pigmentierungssäulen gekennzeichnet sind, und Zigzag-

ähnliche, die durch nur eine Pigmentierungssäule gekennzeichnet sind, unterteilt. In den 

Zigzag-ähnlichen Haaren der Rac1 E-KO Mäuse war besonders auffällig, dass in diesen der 

durch scharfe Richtungswechsel gekennzeichnete Aufbau der Zigzag-Haare stark verändert 

ist. Sie besaßen einen wellenartigen Aufbau, der vermuten lässt, dass Rac1 einen Einfluss 

auf die Strukturbildung dieser Haare besitzt. Zusätzlich erschienen in Rac1 E-KO Mäusen 

alle Haare im Vergleich zu den Kontrollen kürzer, weshalb keine Guard-Haare zugeordnet 

werden konnten. Dies könnte zum einen bedeuten, dass dieser Haartyp in Rac1 E-KO 

Mäusen fehlt oder zum anderen, dass die Längenentwicklung der Haare, zum Beispiel durch 

den beschriebenen Proliferationsdefekt im Haarbulbus, so stark beeinträchtigt ist, dass diese 

Haare nicht von den häufiger vorkommenden Awl/Auchene-Haaren unterschieden werden 

konnten (Abb. 3-10a).  

Die Analyse in Rac1 Rescue Mäusen zeigte, dass die Verteilung der Haartypen zum Teil 

wiederhergestellt werden konnte. Es wurden sowohl Haare gefunden, die eine normale 

Struktur aufwiesen und somit den Klassen eindeutig zugeordnet werden konnten als auch 

Haare, die die veränderte Struktur der Rac1 E-KO Haare zeigten und daher den zusätzlich 

eingeführten Klassen zugeordnet werden mussten (siehe Abb. 3-10b). Besonders auffällig 

war hierbei auch die Veränderung in der Struktur der Zigzag-Haare, die auch in einem 

Großteil der Haare einen eher wellenartigen Aufbau zeigten (Abb. 3-10a). Die Relation von 

Awl/Auchene- und Zigzag-Haaren zu der von Awl/Auchene-ähnlichen und Zigzag-ähnlichen 

Haaren schien dabei nicht verändert zu sein. Auch in Rac1 Rescue Mäusen konnten keine 

Guard-Haare nachgewiesen werden (siehe Abb. 3-10b). Die basale Expression von aktivem 

Rac1 in Rac1 Rescue Mäusen ermöglicht ein Wachstum der Haare. Sie scheint jedoch nicht 

ausreichend zu sein, um eine normale Strukturbildung, besonders der Zigzag-Haare, 

wiederherzustellen, was in der veränderten Verteilung der Haartypen deutlich wird.  
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3.2.5 Verzögerte	
  Haarfollikelmorphogenese	
  in	
  Rac1	
  Rescue	
  Mäusen	
  	
  

Während der Haarmorphogenese und der Anagenphase des adulten Haarzyklus 

differenzieren die Keratinozyten der Haarmatrix zu den verschiedenen Schichten des 

Haarfollikels und determinieren so die Struktur der Haarfollikel und des Haarschafts [Hardy, 

1992; Kopan et al., 2002; Legue & Nicolas, 2005]. Eine Störung der Haarmorphogenese 

könnte daher eine mögliche Ursache für die beobachteten histologischen Veränderungen der 

Haarfollikelstruktur in Rac1 Rescue Mäusen sein. Aus diesem Grund wurde eine Analyse der 

Haarmorphogenese in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. R. Paus (Lübeck) 

durchgeführt. Dabei wurden die Haarfollikel an einem bestimmten Entwicklungszeitpunkt 

anhand der in Paus et al., 1999 beschriebenen Charakteristika den einzelnen 

Morphogenesestadien zugeordnet und der prozentuale Anteil an Haarfollikeln in einem 

bestimmten Stadium bestimmt und graphisch dargestellt.  

 

Die Analyse der Morphogenese an Tag 10 p.p. zeigt, dass sich in Kontroll- und L61Rac1 

transgenen Mäusen nahezu 100% der analysierten Haarfollikel in dem am weitesten 

entwickelten Stadium (Stadium 8) befinden. Die Haarfollikel in diesem Stadium erreichen ihre 

maximale Länge, der Haarschaft der vollständig differenzierten Haarfollikel durchbricht die 

Epidermis und tritt nach außen. Einige wenige Haarfollikel der Kontrolltiere befinden sich zu 

diesem Zeitpunkt noch im siebten Morphogenesestadium, in welchem die Spitze des 

Haarschafts die innere Haarwurzelscheide verlässt und in den Haarkanal eintritt. In Rac1    

E-KO Mäusen befinden sich im Gegensatz zu den Kontrollmäusen sowie den L61Rac1 

transgenen Tieren noch ca. 40% der Haarfollikel im siebten Entwicklungsstadium (siehe Abb. 

Abbildung	
   3-­‐10:	
   	
   Untersuchung	
   der	
   Struktur	
   der	
   verschiedenen	
   Haartypen	
   (a)	
   und	
   deren	
   Vorkommen	
   im	
   Fell	
   von	
  
Kontroll-­‐	
   sowie	
   Rac1	
   E-­‐KO	
   und	
   Rac1	
   Rescue	
   Mäusen.	
   (a)	
   Die	
   Struktur	
   verschiedener	
   Haartypen	
   wurde	
   unter	
   einem	
  
Stereomikroskop	
   bei	
   gleicher	
   Vergrößerung	
   untersucht.	
   G:	
   Guard,	
   Z:	
   Zigzag,	
   Aw/Au:	
   Awl/Auchene,	
   Z:	
   Zigzag-­‐ähnlich,	
  
Aw/Au:	
  Awl-­‐ähnlich	
  (b)	
  Die	
  unterschiedlichen	
  Haartypen	
  wurden	
  an	
  Tag	
  28	
  p.p.	
  anhand	
  der	
  in	
  Duverger	
  &	
  Morasso,	
  2009	
  
beschriebenen	
  Charakteristika	
  zugeordnet	
  und	
  der	
  prozentuale	
  Anteil	
  an	
  100	
  ausgewerteten	
  Haaren	
  bestimmt.	
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3-11), was auf eine verzögerte Entwicklung in der Morphogenese in Rac1 E-KO Mäusen 

hinweist. Die Haarfollikel von L61Rac1 transgenen Mäusen zeigen eine mit den 

Kontrolltieren vergleichbare Verteilung der Haarfollikel in den Morphogenesestadien (siehe 

Abb. 3-11). Dies zeigt, dass die Expression des L61Rac1 TGs allein keine Auswirkungen auf 

den Ablauf der Haarmorphogenese besitzt. Durch basale Expression des L61Rac1 TGs 

kann eine normale Haarfollikelmorphogenese in Rac1 Rescue Mäusen zum Teil 

wiederhergestellt werden, was durch die verringerte Anzahl der Haarfollikel in Stadium 7 und 

die erhöhte Anzahl der Haarfollikel in Stadium 8 im Vergleich zu Rac1 E-KO Mäusen deutlich 

wird. Es werden jedoch nicht die in den Kontrolltieren bestimmten Anteile der Haarfollikel in 

Stadium 7 und 8 erreicht (siehe Abb. 3-11). Diese Ergebnisse legen nahe, dass die 

Anwesenheit eines funktionalen Rac1 in der Basalzellschicht und/oder in der äußeren 

Haarwurzelscheide für den Ablauf der normalen Haarmorphogenese in den späten Stadien 

erforderlich ist. Das Fehlen von Rac1 in den differenzierten Anteilen der Epidermis und des 

Haarfollikels in Rac1 Rescue Mäusen besitzt hingegen nur geringe Auswirkungen auf die 

Haarmorphogenese, resultiert aber dennoch in einer verbleibenden Verzögerung in der 

Entwicklung der Haarfollikel. Da die Zuordnung der Haarfollikel zu den bestimmten 

Morphogenesestadien lediglich anhand morphologischer Kriterien erfolgte, kann aber nicht 

vollkommen ausgeschlossen werden, dass die gefundenen Veränderungen in den Rac1 E-

KO Mäusen nicht allein durch eine Hemmung der Haarmorphogenese verursacht werden, 

sondern auch mit der beobachteten Haarfollikeldegradierung zusammenhängen.   

 

Abbildung	
  3-­‐11:	
  Analyse	
  der	
  Haarmorphogenese	
  in	
  Kontroll-­‐,	
  L61Rac1	
  sowie	
  Rac1	
  E-­‐KO	
  und	
  Rac1	
  Rescue	
  Mäusen	
  an	
  
Tag	
  10	
  p.p.	
  Die	
  Haarfollikel	
  an	
  Tag	
  10	
  p.p.	
  wurden	
  anhand	
  der	
   in	
  Paus	
  et	
  al.,	
  1999	
  beschriebenen	
  Charakteristika	
  den	
  
verschiedenen	
  Morphogenesestadien	
  zugeordnet	
  und	
  der	
  prozentuale	
  Anteil	
  der	
  Haarfollikel	
   in	
  den	
  unterschiedlichen	
  
Morphogenesestadien	
  bestimmt	
  (n=	
  3-­‐6).	
  Die	
  Auftragung	
  erfolgte	
  im	
  Anschluss	
  in	
  einem	
  Liniendiagramm.	
  Mittelwert	
  ±	
  
SEM,	
  statistische	
  Analyse	
  mittels	
  Mann	
  Whitney	
  Test,	
  *p<0,05,	
  **p<0,01	
  (Kontrolle	
  vs.	
  Rac1	
  E-­‐KO	
  bzw.	
  Rac1	
  Rescue).	
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3.2.6 Unveränderte	
  Haarfollikeldifferenzierung	
  in	
  Rac1	
  Rescue	
  Mäusen	
  	
  

Die Bildung differenzierter Anagen-Haarfollikel während der Haarfollikelmorphogenese ist 

durch eine Differenzierung der verschiedenen Schichten im Haarfollikel gekennzeichnet, die 

in der Bildung des Haares resultiert [Hardy, 1992; Kopan et al., 2002; Legue & Nicolas, 

2005]. Eine Störung der Haarfollikeldifferenzierung könnte daher eine mögliche Ursache für 

die verzögerte Entwicklung der Haarfollikel, die in der Haarmorphogeneseanalyse festgestellt 

wurde, sowie auch für die gefundenen Haarphänotypen darstellen. Im Rahmen dieser Arbeit 

wurde daher die Expression und Lokalisation wichtiger Proteine, die die komplexe 

Differenzierung der inneren Schichten des Haarfollikels, wie in Abschnitt 1.2.2 erläutert, 

determinieren, genauer untersucht. Zu den wichtigsten signalaktiven Proteinen, die hier 

untersucht wurden, gehören CCAAT displacement protein (CDP), Foxn1, Lef1 und ß-

Catenin. Der Transkriptionsfaktor CDP spielt im Haarfollikel eine wichtige Rolle in der 

Differenzierung des IRS, wo CDP an der Expressionskontrolle spezifischer Gene in der 

inneren Haarwurzelscheide beteiligt ist [Ellis, 2001]. Der Transkriptionsfaktor Foxn1 dagegen 

wird in postmitotischen Vorläuferzellen des differenzierenden Cortex und der Cuticula 

exprimiert [Lee et al., 1999] und besitzt eine wichtige Rolle in der Differenzierung des 

Haarschafts und der Haarmedulla  [Johns et al., 2005; Cai et al., 2009]. Es wurde gezeigt, 

dass eine Mutation von Foxn1, die als „Nude-Mutation“ bezeichnet wird, einen Verlust des 

Fells zur Folge hat, der auf eine Deformation der Haarfollikel und einen daraus 

resultierenden Penetrationsdefekt der Haarfollikel durch die Epidermis zurückzuführen ist 

[Mecklenburg, 2001; Mecklenburg et al., 2005]. Weiterhin spielt Foxn1 eine wichtige Rolle 

während des Pigmentierungsprozesses des Haarschafts, da die Melanozyten des Bulbus ihr 

Pigment nur an die Foxn1-positiven Vorläuferzellen des Haarschafts weitergeben. Die 

Pigmentabgabe der Melanozyten wird dabei durch die Sekretion von Fgf2 durch die Foxn1-

positiven Haarmatrixzellen stimuliert [Weiner et al., 2007]. Auch der Transkriptionsfaktor Lef1 

und nukleär lokalisiertes ß-Catenin als Proteine des Wnt-Signalwegs spielen eine wichtige 

Rolle in der Haarfollikeldifferenzierung. Nukleäres ß-Catenin, d.h. transkriptionell aktives ß-

Catenin und Lef1 sind im Haarfollikel vornehmlich in den Zellen der oberen Haarmatrix zu 

finden [Tsuji et al., 2001], wo sie an der Bildung und Differenzierung des Haarschafts 

beteiligt sind [DasGupta & Fuchs, 1999, Narhi et al., 2008].  

 

Durch Analyse dieser Proteine mit Hilfe von Immunfluoreszenzfärbungen an Tag 10 p.p. 

konnte kein Verlust der Expression dieser Proteine in Rac1 E-KO Hautproben festgestellt 

werden. Jedoch kann aufgrund der Haarfollikelzerstörung in diesen Tieren nicht 

ausgeschlossen werden, dass diese einen Einfluss auf die Expression der untersuchten 

Differenzierungsmarker besitzt. Da in den untersuchten Rac1 Rescue Hautproben, in denen 

die Haarfollikelstruktur erhalten ist, keine Veränderungen in der Expression dieser für die 
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Haarfollikeldifferenzierung wichtigen Proteine gefunden werden konnte (siehe Abb. 3-12), 

stellt die Reduktion in Rac1 E-KO Mäusen möglicherweise einen Effekt der 

Haarfollikelzerstörung dar. Alternativ ist es möglich, dass die Expression und Aktivität der 

beschriebenen Transkriptionsfaktoren eine Funktion der Aktivität von Rac1 in der 

Basalzellschicht und in der äußeren Haarwurzelscheide widerspiegelt. Die so gewonnenen 

Erkenntnisse sprechen dafür, dass kein genereller Defekt in den untersuchten Signalwegen 

der Haarfollikeldifferenzierung nach Rac1-Deletion vorliegt. Es kann weiterhin nicht 

ausgeschlossen werden, dass Rac1 an anderen Signalwegen, die hier nicht untersucht 

wurden, beteiligt ist. 

 

Abbildung	
  3-­‐12:	
  Untersuchung	
  der	
  Expression	
  wichtiger	
  Haarfollikeldifferenzierungsmarker	
  in	
  Kontroll-­‐	
  und	
  L61Rac1	
  
transgenen	
   Mäusen	
   sowie	
   Rac1	
   E-­‐KO	
   und	
   Rac1	
   Rescue	
   Tieren	
   an	
   Tag	
   10	
   p.p..	
   Zur	
   Untersuchung	
   der	
  
Haarfollikeldifferenzierung	
   wurden	
   die	
  Marker	
   CDP	
   (erste	
   Reihe),	
   Foxn1	
   (zweite	
   Reihe),	
   Lef1	
   (dritte	
   Reihe)	
   sowie	
   ß-­‐
Catenin	
  (vierte	
  Reihe)	
  auf	
  Paraffinschnitten	
  gefärbt	
  (grün).	
  Skalierungsbalken:	
  50	
  µm.	
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Während der Differenzierung des Haarfollikels und der Bildung des Haares wird die 

Expression verschiedener haarspezifischer Keratine induziert (siehe Abschnitt 1.2.2). Diese 

sind durch ihre spezifische Expression in verschiedenen Schichten des Haarfollikels 

gekennzeichnet und für die Strukturbildung des Haarfollikels und der Haare verantwortlich 

[Rogers et al., 1997; Winter et al., 1998; Langbein et al., 1999; Langbein et al., 2003; Wang 

et al., 2003]. Aufgrund des veränderten Erscheinungsbilds des Fells in Rac1 Rescue 

Mäusen (vgl. Abb. 3-2a) wurden für die Analyse der Haare solche Keratine ausgewählt, die 

im Bereich des Haarschafts, in der Cuticula, dem Cortex und der Medulla, exprimiert werden. 

Zu diesen gehören Keratin 81 für Haarcortex und Medulla sowie Keratin 82 für die Cuticula 

[Rogers et al., 1997; Winter et al., 1998; Langbein et al., 1999; Langbein et al., 2001; Wang 

et al., 2003]. Die Analyse dieser Haarkeratine an Tag 10 p.p., wie in Abbildung 3-13 

dargestellt, zeigt eine Reduktion der untersuchten Keratine in Rac1 E-KO Mäusen. Hier ist 

anzunehmen, dass die Reduktion der Färbung mit der Zerstörung der Haarfollikel in diesen 

Mäusen zusammenhängt. Bei basaler Expression von L61Rac1 in Rac1 Rescue Mäusen ist 

an Tag 10 p.p. eine deutliche Expression von Keratin 81 und Keratin 82 erkennbar.  

 

 

Abbildung	
  3-­‐13:	
  Expression	
  der	
  Haarkeratine	
  Keratin	
  81	
  und	
  82	
   in	
  Kontroll-­‐	
  und	
  L61Rac1	
  transgenen	
  Mäusen	
  sowie	
  
Rac1	
   E-­‐KO	
   und	
   Rac1	
   Rescue	
   Tieren	
   an	
   Tag	
   10	
   p.p.	
   Zur	
   Untersuchung	
   der	
   Expression	
   der	
   Haarkeratine	
   wurden	
  
Kryoschnitte	
  mit	
  Antikörpern	
  gegen	
  Keratin	
  81	
  und	
  Keratin	
  82	
  (grün)	
  gefärbt.	
  Zellkerne	
  wurden	
  durch	
  eine	
  Dapi-­‐Färbung	
  
(blau)	
  markiert.	
  Skalierungsbalken:	
  100	
  µm.	
  	
  



Ergebnisse	
  

67	
  

Auch weitere untersuchte Haarkeratine wie Keratin 28, welches in der inneren 

Haarwurzelscheide lokalisiert ist, und Keratin 75, welches spezifisch in der Cuticula der 

inneren Haarwurzelscheide exprimiert wird, zeigten keine veränderte Expression in Rac1 

Rescue Mäusen im Vergleich zu den untersuchten Kontrollen (nicht dargestellt). Ein 

möglicher, nicht durch Immunfluoreszenz nachweisbarer Unterschied könnte durch eine 

quantitative Analyse im Western Blot verifiziert werden.  

 

Die aus den Untersuchungen der Haarfollikel- und Haardifferenzierung gewonnenen 

Erkenntnisse zeigen, dass eine Rac1-Aktivität in den differenzierten Anteilen des 

Haarfollikels für die differenzierungsabhängige Expression der oben angegebenen 

Haarkeratine nicht erforderlich ist.  

 

 

3.3 Charakterisierung	
  möglicher	
  Ursachen	
  für	
  das	
  veränderte	
  Erscheinungsbild	
  des	
  Fells	
  

in	
  Rac1	
  Rescue	
  Mäusen	
  

3.3.1 Untersuchung	
  der	
  Haaroberflächenstruktur	
  von	
  Rac1	
  Rescue	
  Haaren	
  

Rac1 Rescue Mäuse sind, wie bereits beschrieben, durch ein verändertes Erscheinungsbild 

des Fells gekennzeichnet. Sie besitzen im Vergleich zu dem glänzenden Fell der 

Kontrolltiere ein matt erscheinendes und gräulich gefärbtes Fell. Eine mögliche Ursache für 

das matt erscheinende Fell der Rac1 Rescue Mäuse könnte in der gestörten 

Haaroberflächenstruktur der Rac1 Rescue Haare zu finden sein. Daher wurde die 

Haaroberflächenstruktur von Rac1 E-KO und Rac1 Rescue Haaren mit Hilfe von REM 

genauer untersucht. Die Haare der Rac1 E-KO und Rac1 Rescue Mäuse zeigten dabei eine 

Vielzahl an Veränderungen. Besonders auffällig waren die rillenartigen Einkerbungen auf 

den Haarschuppen, die sowohl bei Rac1 E-KO als auch bei Rac1 Rescue Mäusen in einer 

Vielzahl der Haare zu finden waren. Außerdem zeigten einige Haare der Mutanten 

Einbuchtungen, die eine eher flachere statt einer runden Form der einzelnen Haare zur 

Folge haben. Eine solche Veränderung der Oberflächenstruktur konnte auch in den 

verbleibenden Haaren der Rac1 E-KO Mäuse nachgewiesen werden (siehe Abb. 3-14). 

Jedoch konnten in diesen strukturelle Veränderungen in den Haarfollikeln aufgrund der 

Zerstörung der Haarfollikel nicht näher untersucht werden. Die Wiederherstellung des 

Haarwachstums in Rac1 Rescue Mäusen ermöglicht dagegen eine genauere Analyse der 

Haarfollikelstruktur.  
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Zur weiteren Charakterisierung der Haarfollikel in Rac1 Rescue Mäusen wurde die Struktur 

der Haarfollikel in H&E-gefärbten Schnitten an Tag 10 p.p. noch einmal detailliert untersucht. 

Dabei zeigten sich, wie in Abbildung 3-15 zu sehen, gravierende Veränderungen in der 

Pigmentverteilung im Haarbulbus und im Haarschaft von Rac1 Rescue Mäusen. So schienen 

in den Haarbulbi der Rac1 Rescue Mäuse im Vergleich zu den untersuchten Kontrollen die 

Melaningranula weniger gut in den Haarmatrixzellen verteilt zu sein. Außerdem machten die 

Melaningranula in Rac1 Rescue Mäusen einen „verklumpten“ und nicht, wie in den 

Kontrollen zu sehen, einen gleichmäßig verteilten Eindruck (siehe Abb. 3-15a, links). 

Zusätzlich wurde deutlich, dass die Verteilung des Pigments im Haarschaft selbst in Rac1 

Rescue Mäusen sowie die regelmäßige, säulenförmige Anordnung der Medullazellen gestört 

ist. Im Vergleich zu den Kontrollen schien in Rac1 Rescue Mäusen die gleichmäßige 

Verteilung des Pigments verloren zu sein (siehe Abb. 3-15a, rechts). Dies konnte durch 

lichtmikroskopische Analyse einzelner Zigzag- (oben) sowie Awl/Auchene-Haare (unten) 

bestätigt werden (siehe Abb. 3-15b).  

 

Der genaue Mechanismus, der die Pigmentverteilung im Haarbulbus und insbesondere im 

Haarschaft reguliert, ist bisher nur unzureichend untersucht. Es wird jedoch davon 

ausgegangen, dass reife Melaningranula der bulbaren Melanozyten an die Keratinozyten der 

Haarmatrix, die später die Zellen der Medulla bilden, übertragen werden [Slominski et al., 

2005]. Diese wandern während ihrer Differenzierung zu Haarschaftkeratinozyten den 

Haarschaft hinauf. Wie die Verteilung des Pigments in den Medullazellen reguliert wird, ist 

jedoch nicht bekannt. Mögliche Ursachen für die gestörte Pigmentverteilung der Medulla der 

Rac1 Rescue Mäuse könnten zum einen in einem strukturellen Defekt des Haares oder zum 

anderen in einer funktionellen Beeinträchtigung des Pigmentierungssystems des Haares 

begründet sein.  

Abbildung	
  3-­‐14:	
  Veränderungen	
   in	
  der	
  Haaroberflächenstruktur	
   von	
  Rac1	
   E-­‐KO	
  und	
  Rac1	
  
Rescue	
  Mäusen.	
  Mit	
  Hilfe	
  von	
  REM	
  wurde	
  die	
  Oberflächenstruktur	
  einzelner	
  Haare	
  an	
  Tag	
  17	
  
p.p.	
  untersucht.	
  Skalierungsbalken:	
  10	
  µm.	
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3.3.2 Veränderungen	
   in	
   der	
   Haarfollikelstruktur	
   als	
   möglicher	
   Auslöser	
   für	
   die	
   gestörte	
  

Pigmentierung	
  in	
  Rac1	
  Rescue	
  Haaren	
  

Zunächst wurde untersucht, ob strukturbedingte Veränderungen des Haarschafts zu der 

gestörten Pigmentverteilung im Haarschaft beigetragen haben. Dazu wurde die Struktur des 

Haarschafts in Semidünnschnitten untersucht. Diese eignen sich hierzu besonders gut, da 

sie, durch die geringe Dicke der Schnitte von ca. 0,5 µm, über ein höheres 

lichtmikroskopisches Auflösungsvermögen verfügen als die etwas dickeren Paraffinschnitte. 

 

Die Analyse der Pigmentverteilung in Semidünnschnitten verdeutlichte, dass in den 

Kontrollhaarfollikeln, wie bereits in der histologischen Analyse beschrieben, eine 

regelmäßige Verteilung des Pigments in der Medulla vorlag. Die Analyse zeigte außerdem 

eine apikale Lokalisation des Pigments in den Medullazellen. Die Medullazellen besaßen 

eine regelmäßige, aneinander gereihte Verteilung und waren mit den seitlich gelegenen 

Cortexschichten verankert (siehe Abb. 3-16). Ein solcher Aufbau wurde auch durch TEM-

Analysen von Wildtyp-Haarfollikeln in Ratten von Morioka, 2005 beschrieben. Im Gegensatz 

dazu zeigte das Pigment in den Haarschäften von Rac1 Rescue Mäusen in 

Semidünnschnitten eine unregelmäßige, ungeordnete Verteilung. Außerdem war die 

regelmäßige Struktur des Cortex in Rac1 Rescue Mäusen verloren, die in den Kontrollen 

durch die regelmäßige Aufeinanderfolge von in die Medulla hineinreichenden Ausläufern des 

Abbildung	
  3-­‐15:	
  Gestörte	
  Pigmentierung	
  der	
  Haarbulbi,	
  des	
  Haarschafts	
   (a)	
  und	
  einzelner	
  Haare	
   (b)	
   in	
  Rac1	
  Rescue	
  
Mäusen.	
   Die	
   Untersuchung	
   der	
   Pigmentierung	
   in	
   den	
   Haarbulbi	
   und	
   im	
   Haarschaft	
   wurde	
   an	
   H&E-­‐gefärbten	
  
Paraffinschnitten	
   an	
   Tag	
   10	
   p.p.	
   durchgeführt	
   (a).	
   Die	
   Pigmentierung	
   des	
   Haares	
   wurde	
   durch	
   lichtmikroskopische	
  
Analyse	
  von	
  einzelnen	
  Haaren	
  an	
  Tag	
  17	
  p.p.	
  untersucht.	
  Skalierungsbalken:	
  50	
  µm	
  (a),	
  10	
  µm	
  (b).	
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Cortex gekennzeichnet ist. Weiterhin schienen die Medullazellen in Rac1 Rescue 

Haarfollikeln nicht mehr regelmäßig übereinander angeordnet zu sein, wie es in den 

Kontrollen zu erkennen war, sondern lagen an einigen Stellen nebeneinander (siehe Abb. 3-

16). Möglicherweise weist dies auf einen Verlust der Assoziation der Medullazellen mit dem 

Cortex hin. Die beschriebenen Veränderungen sind zur besseren Verdeutlichung in 

Abbildung 3-16 zusätzlich schematisch dargestellt.  

 

 

 

Zur näheren Charakterisierung möglicher Veränderungen in der Haarcortexstruktur wurde 

eine Immunfluoreszenzfärbung des AE13 Antigens durchgeführt, welches spezifisch harte 

Typ I Keratine des Haarfollikels anfärbt (nicht dargestellt). Diese Färbung zeigte jedoch keine 

Veränderungen in der Expression der Cortexkeratine in Rac1 Rescue Mäusen im Vergleich 

zu den Kontrollen. Allerdings konnten auch hier Strukturveränderungen im differenzierten 

Anteil des Cortex detektiert werden. In Kontrollmäusen zeigten die AE13-gefärbten 

Cortexstrukturen ein regelmäßiges, leiterartig erscheinendes Muster des Cortex, dessen 

Ausläufer in die Medulla hineinreichen. In Rac1 Rescue Mäusen waren diese Ausstülpungen 

des Cortex weniger stark ausgebildet und schienen weniger stark in die Medulla 

hineinzureichen (vgl. auch Abb. 3-18).  

 

Aufgrund der Limitierungen der einfachen Fluoreszenzmikroskopie war eine detaillierte 

Analyse dieser Veränderungen jedoch nicht möglich. Daher wurde die Struktur des Cortex in 

Kooperation mit Prof. W. Bloch (Köln) im Transmissionselektronenmikroskop genauer 

untersucht. Die strukturelle Analyse des Cortex unter dem Elektronenmikroskop zeigte in 

Kontrollmäusen in den differenzierten Bereichen des Cortex zackenartige Ausläufer, die mit 

den Medullazellen durch Zell-Zell-Kontakte verankert zu sein scheinen (siehe Abb. 3-17). 

Diese entstehen, wie von Morioka, 2005 beschrieben, während der Differenzierung des 

Haarschafts durch Ausbildung von cortikalen Pseudopodia um die Medullazellen, die in einer 

Abbildung	
  3-­‐16:	
  Gestörte	
  Pigmentverteilung	
  und	
  Cortexstruktur	
  in	
  Rac1	
  Rescue	
  Mäusen.	
  Die	
  Analyse	
  erfolgte	
  durch	
  
Untersuchung	
   von	
   Toluidinblau-­‐gefärbten	
   Semidünnschnitten	
   an	
   Tag	
   10	
   p.p.	
   unter	
   dem	
   Lichtmikroskop	
   (links);	
   M:	
  
Medulla,	
   Cx:	
   Cortex.	
   Die	
   Struktur	
   des	
   Haarschafts	
   wurde	
   zusätzlich	
   in	
   den	
   dargestellten	
   Schemata	
   (rechts)	
  
zusammengefasst.	
  	
  Skalierungsbalken:	
  10	
  µm.	
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ringförmigen Verengung der Medullazellen resultieren. Sie werden im Laufe der 

Differenzierung mit Cortexkeratinen aufgefüllt, um die Struktur zu stabilisieren. Die in 

Schnitten als Ausstülpungen sichtbar werdenden Strukturen stellen daher vielmehr 

ringförmige Verengungen des Cortex dar. In Rac1 Rescue Mäusen weisen diese Strukturen 

im gleichen Differenzierungsstadium jedoch massive Veränderungen auf. Sie erscheinen 

oftmals weniger gut ausgebildet. So reichen sie zum Beispiel nicht so weit in die Medulla 

hinein und zeigen auch nicht die charakteristische zackenartige Struktur (siehe Abb. 3-17).  

 

Da bereits in einigen Studien gezeigt wurde, dass Rac1 eine entscheidende Rolle in der 

Ausbildung von Pseudopodien, insbesondere von Lamellipodien, besitzt [Ridley et al., 1992; 

Nobes & Hall, 1995b; Kaibuchi et al., 1999; Waterman-Storer et al., 1999; Yamada & Nelson, 

2007], ist es denkbar, dass Rac1 auch eine wichtige Funktion in der Ausbildung dieser 

Strukturen im Haarschaft einnimmt.  

 

 

 

Zusätzlich zu den beschriebenen Veränderungen in der Cortexstruktur zeigen die 

Untersuchungen, dass die Ränder der Ausstülpungen in den Kontrollen im TEM 

elektronendicht erscheinen (siehe Pfeile in Abb. 3-17). Im Gegensatz dazu sind die 

Strukturen im Cortex in Rac1 Rescue Mäusen nur flau gegen die Medullaumgebung 

abgegrenzt. Die abgegrenzten elektronendichteren Bereiche deuten auf eine Ansammlung 

von Proteinen an den Rändern der Ausstülpungen hin. Über die genaue Zusammensetzung 

Abbildung	
  3-­‐17:	
  Veränderungen	
  der	
  cortikalen	
  Strukturen	
  in	
  Rac1	
  Rescue	
  Mäusen.	
  Hautproben,	
  die	
  an	
  Tag	
  10	
  p.p.	
  
entnommen	
  wurden,	
  wurden	
  transmissionselektronenmikroskopisch	
  untersucht,	
  um	
  die	
  cortikalen	
  Veränderungen	
  
im	
  Detail	
  analysieren	
  zu	
  können.	
  Dargestellt	
  sind	
  Bilder	
  aufgenommen	
  mit	
  20.000x	
  Vergrößerung	
  (Aufnahmen	
  durch	
  
Prof.	
  W.	
  Bloch,	
  Köln).	
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dieser Strukturen ist jedoch wenig bekannt. Allerdings wurde von Roth & Helwig, 1964 und 

Morioka, 2005 beschrieben, dass in diesen Bereichen Cortex und Medulla durch 

Desmosomen miteinander verbunden sind.  

 

Einen weiteren Hinweis für die Lokalisation von Desmosomen in den cortikalen Ausläufern 

liefert eine Studie von Johns et al., 2005, die gezeigt haben, dass die Expression des 

desmosomalen Cadherins Desmocollin 2 (Dsc2) spezifisch an den Grenzflächen zwischen 

Cortex und Medulla sowie auch zwischen vertikal benachbarten Medullazellen lokalisiert ist. 

Sie schließen daraus, dass die Interaktion von Dsc2 mit einer Desmoglein-Isoform die 

Ausbildung der Adhäsionen zwischen Cortex und Medulla sowie zwischen benachbarten 

Medullazellen ermöglicht und dadurch die Ausbildung einer regelmäßigen Haarschaftstruktur 

entscheidend beeinflusst.  

 

Aufgrund seiner Bedeutung in der Haarschaftstrukturbildung wurde die Dsc2-Expression in 

Kontrollmäusen und Rac1 Rescue Tieren an Tag 10 p.p. untersucht. Zusätzlich wurden 

Haarcortexkeratine (AE13-positiv) angefärbt, um die Dsc2-Expression genau lokalisieren zu 

können. Die Analyse zeigt in Kontrollmäusen ein regelmäßiges Expressionsmuster von Dsc2 

im Haarschaft, das mit dem in Johns et al., 2005 beschriebenen Muster vergleichbar ist 

(siehe Abb. 3-18). Die Doppelfärbung von Dsc2 und AE13 zeigte außerdem eine Assoziation 

der Dsc2-Expression mit den cortikalen Keratinen (AE13-positiv). Die zusätzliche Darstellung 

des Pigments (hier pseudocoloriert in pink) lässt auf eine Assoziation von Dsc2 mit dem 

Pigment der Medullazellen schließen. Dies wurde bisher nicht von Johns et al., 2005 

beschrieben, die nicht-pigmentierende Mausstämme für ihre Analysen eingesetzt haben. 

Dsc2 selbst zeigte, wie bei höherer Vergrößerung zu erkennen ist, eine spezifische 

Expression an den zuvor beschriebenen Ausstülpungen des Cortex in die Medulla. Im 

Gegensatz zu den Kontrollen war in Rac1 Rescue Mäusen die regelmäßige und geordnete 

Expression von Dsc2 gestört. Besonders in den Bereichen, in denen eine starke 

Veränderung der cortikalen Strukturen zu finden und die Pigmentverteilung stark gestört war, 

konnte ein Verlust der Dsc2-Expression beobachtet werden (siehe Abb. 3-18).    

 

Die Beobachtungen lassen vermuten, dass eine starke Korrelation zwischen der Dsc2-

Expression einerseits und der Pigmentverteilung sowie der Cortexstruktur andererseits 

besteht. Zu diesem Zeitpunkt bleibt jedoch unbekannt, ob ein kausaler Zusammenhang 

zwischen den beobachteten Veränderungen vorliegt.  
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Um zu überprüfen, ob die suprabasale Deletion von Rac1 lediglich die Expression und 

Lokalisation von Dsc2 beeinflusst oder ob zusätzlich weitere desmosomale Proteine 

betroffen sind, wurde die Expression von Plakoglobin wie auch Desmoglein 1 (Dsg1) und 

Desmoglein 2 (Dsg2) im Haarfollikel untersucht.  

 

Desmoglein 1 und 2 sind an den Grenzen zweier Zellen transmembranös zum Extrazellulär-

raum lokalisiert. In der IFE wird Dsg1 vornehmlich in den suprabasalen Schichten exprimiert, 

wohingegen die Expression von Dsg2 hauptsächlich in den basalen Schichten zu finden ist. 

Dieses Expressionsmuster bestätigt sich auch in Untersuchungen im menschlichen 

Haarfollikel [Wu et al., 2003]. Plakoglobin wird in der IFE gleichmäßig in allen Schichten 

exprimiert [zusammengefasst in Delva et al., 2009]. Im Gegensatz zu Dsg1 und Dsg2 ist 

Plakoglobin intrazellulär an der Plasmamembran lokalisiert und dient der Verankerung der 

Intermediärfilamente an den Desmosomen über Desmoplakin [Kowalczyk et al., 1997; Smith 

& Fuchs, 1998; Bornslaeger et al., 2001].  

 

In den Haarfollikeln der Kontrolltiere zeigte sich eine Expression von Dsg1+2 im äußersten 

Bereich des Haarfollikels (äußere Haarwurzelscheide) und im Bereich der Henle’schen 

Schicht der inneren Haarwurzelscheide (siehe Abb. 3-19). Die Analyse der Rac1 Rescue 

Abbildung	
  3-­‐18:	
  Reduzierte	
  Expression	
  und	
  veränderte	
  Lokalisation	
  von	
  Desmocollin	
  2	
  und	
  Haarcortexkeratinen	
  in	
  Rac1	
  
Rescue	
  Mäusen.	
  Paraffinschnitte	
  von	
  Hautproben,	
  entnommen	
  an	
  Tag	
  10	
  p.p,	
  wurden	
  mit	
  Antikörpern	
  gegen	
  Desmocollin	
  
2	
   (Dsc2,	
   grün)	
   und	
   Haarcortexkeratine	
   (Klon	
   AE13,	
   rot)	
   angefärbt.	
   Zur	
   Untersuchung	
   der	
   Pigmentassoziation	
   wurden	
  
zusätzlich	
   lichtmikroskopische	
  Bilder	
  aufgenommen,	
  die	
   invertiert	
  und	
  pseudocoloriert	
  wurden	
  (pink).	
  Zellkerne	
  wurden	
  
mit	
  Dapi	
  (blau)	
  angefärbt.	
  Zusätzlich	
  ist	
  in	
  der	
  Spalte	
  rechts	
  eine	
  digital	
  vergrößerte	
  Aufnahme	
  der	
  Haarschaftstrukturen	
  
dargestellt.	
  Skalierungsbalken:	
  10	
  µm.	
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Mäuse zeigte keine Veränderung in der Expression und Lokalisation von Dsg1+2, was 

möglicherweise darauf zurückzuführen ist, dass die Expression vornehmlich in den äußeren 

Schichten gefunden werden kann, jedoch nicht im Bereich des Haarschafts, in dem in Rac1 

Rescue Mäusen die größten Veränderungen zu finden sind. Plakoglobin wird dagegen in 

nahezu allen Schichten des Haarfollikels im Bereich der zellulären Grenzflächen exprimiert. 

Dies entspricht dem Expressionsmuster von Plakoglobin in der IFE. Besonders in den 

inneren Anteilen des Haarfollikels, wie Matrix, Cortex und Medulla, die in Rac1 Rescue 

Mäusen Veränderungen aufweisen, ist eine starke Expression von Plakoglobin zu erkennen. 

Jedoch konnten in Rac1 Rescue Tieren keine Veränderungen in der Immunfärbung 

detektiert werden (siehe Abb. 3-19).  

 

 

Um einen generellen Defekt der Zell-Zell-Kontakte auszuschließen, der zu dem Phänotyp 

der Rac1 Rescue Mäuse beigetragen haben könnte, wurde die Expression der 

desmosomalen Komponenten Dsg1+2, Plakoglobin und ß-Catenin in der IFE untersucht. 

Wie in Abbildung 3-20 dargestellt, konnten weder Unterschiede in der Expression noch in der 

Lokalisation der untersuchten Proteine in der IFE von Rac1 Rescue Mäusen im Vergleich zu 

den untersuchten Kontroll- und L61Rac1 transgenen Hautproben detektiert werden. Die 

Abbildung	
   3-­‐19:	
   Unveränderte	
   Expression	
   der	
   desmosomalen	
   Proteine	
   Desmoglein	
   1+2	
   und	
   Plakoglobin	
   in	
   den	
  
Haarfollikeln	
   von	
  Rac1	
  Rescue	
  Mäusen.	
  Paraffinschnitte	
   von	
  Hautproben,	
  die	
   an	
  Tag	
  10	
  p.p.	
   entnommen	
  wurden,	
  
wurden	
  mit	
  Antikörpern	
  gegen	
  Dsg1+2	
  und	
  Plakoglobin	
  (grün)	
  gefärbt.	
  Zellkerne	
  wurden	
  mit	
  Dapi	
  (blau)	
  visualisiert.	
  
Skalierungsbalken:	
  50	
  µm.	
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Dsg1+2-Fäbung zeigt eine deutliche Expression in den suprabasalen Schichten, wohingegen 

Plakoglobin in allen Schichten der Epidermis exprimiert wird (siehe Abb. 3-20). Auch ß-

Catenin wird in allen Schichten der Epidermis von Rac1 Rescue Mäusen exprimiert und ist 

dort, wie auch Dsg1+2 und Plakoglobin, an den Zellgrenzen lokalisiert (siehe Abb. 3-20).  

 

 

 

Aufgrund der unveränderten Expression dieser Proteine in der IFE ist ein genereller Defekt 

der Desmosomen in vivo nach suprabasaler Deletion von Rac1 unwahrscheinlich. Mit Hilfe 

von Differenzierungsexperimenten primärer Keratinozyten aus Kontroll- und Rac1 E-KO 

Mäusen wäre es möglich, diese Vermutung durch in vitro-Experimente abzusichern. Wegen 

der Probleme in der Kultivierung von primären Rac1 E-KO Keratinozyten (Adhäsionsdefekt, 

nicht dargestellt) war es jedoch bisher nicht möglich, derartige Experimente durchzuführen, 

um so einen möglichen funktionellen Zusammenhang zwischen Rac1 und der Ausbildung 

von Zell-Zell-Kontakten zu untersuchen. Die Verwendung von Keratinozyten mit transgener 

Expression des dominant negativen N17Rac1 TGs sind für eine solche Analyse nicht 

geeignet, da die Expression des TGs durch den Keratin 14-Promoter gesteuert wird und aus 

diesem Grund herunterreguliert wird, sobald der Differenzierungsprozess durchlaufen wird. 

 

 

Abbildung	
  3-­‐20:	
  Unveränderte	
  Expression	
  der	
  desmosomalen	
  Proteine	
  Desmoglein	
  1+2,	
  Plakoglobin	
  und	
  ß-­‐Catenin	
  in	
  
der	
   IFE.	
   Die	
   Expression	
   von	
   Dsg1+2,	
   Plakoglobin	
   (grün)	
   und	
   ß-­‐Catenin	
   (rot)	
   in	
   der	
   IFE	
   wurde	
   an	
   Paraffinschnitten,	
  
entnommen	
  an	
  Tag	
  10	
  p.p.,	
  untersucht.	
  Zellkerne	
  wurden	
  mit	
  Dapi	
  (blau)	
  angefärbt.	
  Skalierungsbalken:	
  50	
  µm.	
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Ein desmosomales Protein, für das gezeigt wurde, dass es die Differenzierung des Haares 

und die Haarschaftstruktur beeinflusst, ist Desmoglein 4 (Dsg4) [Bazzi et al., 2006; Bazzi et 

al., 2009]. Dsg4 stellt damit eine Verknüpfung zwischen der Expression von Zell-Zell-

Kontaktkomponenten mit der Differenzierung der Haarfollikel und des Haarschafts dar [Bazzi 

et al., 2009; Shimomura & Christiano, 2010]. Es konnte gezeigt werden, dass eine Deletion 

von Dsg4 in Mäusen in einer abnormen Haarschaftdifferenzierung und einem Verlust der 

Haare resultiert [Kljuic et al., 2003; Bazzi & Christiano, 2007]. Aufgrund der Wichtigkeit von 

Dsg4 für die Haarschaftdifferenzierung wurde die Expression von Dsg4 im Haarfollikel in 

Rac1 Rescue Mäusen genauer untersucht (siehe Abb. 3-21). In Kontrollmäusen zeigte sich, 

wie in der Literatur beschrieben, eine Lokalisation von Dsg4 im Bereich der Zell-Zell-Grenzen 

des Cortex. Dieses Expressionsmuster scheint in Rac1 Rescue Mäusen unverändert und 

auch die Lokalisation von Dsg4 scheint keine offensichtlichen Beeinträchtigungen 

aufzuweisen (siehe Abb. 3-21). 

 

Über weitere zelluläre Komponenten, die die Struktur des Cortex beeinflussen, ist bisher 

wenig bekannt. Auch wurde bisher nicht untersucht, welche Rolle das Aktinzytoskelett für die 

Strukturbildung des Haarschafts und die Pigmentverteilung in der Medulla übernimmt. Das 

Aktinzytoskelett besitzt eine wichtige Funktion in der Ausbildung der Zellgestalt. Da Rac1 

eine wichtige Rolle in der Organisation des Aktinzytoskeletts sowie in der Regulation der 

davon abhängigen Prozesse, wie das Ausbreitungsverhalten der Zellen („Spreading“) und 

die Bildung von Lamellipoda in Keratinozyten, besitzt [Tscharntke et al., 2005; Chrostek et 

al., 2006; Tscharntke et al., 2007], wurde polymerisiertes Aktin mit Hilfe einer Phalloidin-

Färbung im Haarfollikel visualisiert. Im Haarschaft von Kontrollmäusen zeigen sich im 

Bereich des differenzierten Cortex regelmäßige, geordnete Strukturen von polymerisiertem 

Aktin, die beide Seiten des Cortex miteinander zu verbinden scheinen. Sie entsprechen dem 

Abbildung	
   3-­‐21:	
   Unveränderte	
   Expression	
   des	
   desmosomalen	
   Proteins	
   Desmoglein	
   4	
   in	
   den	
  Haarbulbi	
   von	
   Rac1	
  
Rescue	
  Mäusen.	
  Auf	
  Paraffinschnitten	
  von	
  Hautproben,	
  entnommen	
  an	
  Tag	
  10	
  p.p.,	
  wurde	
  Dsg4	
  (grün)	
  angefärbt	
  und	
  
Zellkerne	
  mit	
  Dapi	
  (blau)	
  gegengefärbt.	
  Skalierungsbalken:	
  50	
  µm.	
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Färbemuster der Cortexkeratine und scheinen wie diese mit dem Pigment assoziiert zu sein. 

Sie treten, wie in der Färbung der Cortexkeratine, als zackenartige Ausstülpungen des 

Cortex hervor, die in die Medulla hineinreichen. Im Haarschaft von Rac1 Rescue Mäusen 

dagegen ist die zackenartige Struktur nicht vollständig entwickelt, wie es auch für 

Cortexkeratine beschrieben wurde, und die cortikalen Protrusionen reichen nicht so weit in 

die Medulla hinein (siehe Abb. 3-22).   

 

 

 

Anhand der Ergebnisse aus der Analyse der Haarschaftstruktur in Rac1 Rescue Mäusen 

lässt sich ein direkter Einfluss der Deletion von Rac1 in den differenzierten Anteilen des 

Haarfollikels auf Zell-Zell-Kontakte nicht nachweisen. Vielmehr ist es wahrscheinlich, dass 

Rac1 eine spezifische Funktion in der Ausbildung der speziellen Cortex-Protrusionen besitzt. 

Eine fehlerhafte Ausbildung dieser Strukturen könnte die Ausbildung der Desmosomen im 

Haarschaft beeinflussen. Möglicherweise ist Rac1 an der Regulation der 

Zytoskelettorganisation während der Ausbildung der Pseudopodien im Rahmen der 

Haarschaftdifferenzierung beteiligt. Die Ergebnisse weisen erstmals auf eine spezifische 

Funktion von Rac1 in der Regulation der Cortexstrukturbildung während der Differenzierung 

des Haarschafts hin. 

 

3.3.3 Veränderungen	
   in	
   den	
   Pigmentierungsprozessen	
   als	
   Auslöser	
   für	
   die	
   gestörte	
  

Pigmentierung	
  in	
  Rac1	
  Rescue	
  Haaren	
  

Neben den beschriebenen strukturellen Veränderungen im Cortex könnte eine Beeinflussung 

der Pigmentaufnahme durch die Keratinozyten in den Haarbulbi oder eine Beeinflussung der 

Melanozyten selber für die gestörte Pigmentverteilung im Haarschaft verantwortlich sein. 

Daher wurden zusätzlich mögliche pigmentierungsbedingte Veränderungen in den 

Haarfollikeln von Rac1 Rescue Mäusen näher untersucht.  

Abbildung	
   3-­‐22:	
   Verändertes	
   Aktinzytoskelett	
   im	
   Haarschaft	
   von	
   Rac1	
   Rescue	
   Mäusen.	
   Paraffinschnitte	
   von	
  
Hautproben,	
  entnommen	
  an	
  Tag	
  10	
  p.p.,	
  wurden	
  mit	
  TRITC-­‐gekoppeltem	
  Phalloidin	
   (rot)	
   gefärbt,	
  um	
  polymerisiertes	
  
Aktin	
   im	
   Haarschaft	
   zu	
   visualisieren.	
   Zellkerne	
   wurden	
   mit	
   Dapi	
   (blau)	
   angefärbt.	
   M:	
   Medulla,	
   Cx:	
   Cortex.	
  
Skalierungsbalken:	
  10	
  µm.	
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Eine Analyse der Pigmentierung des Haarbulbus in H&E-gefärbten Schnitten hat bereits 

gezeigt, dass Rac1 Rescue Mäuse eine abnorme Haarbulbuspigmentierung aufweisen (vgl. 

Abb. 3-15). Um diese Veränderungen genauer zu charakterisieren, wurde die 

Pigmentverteilung im Haarbulbus in Semidünnschnitten untersucht. In Rac1 Rescue Mäusen 

wurden Melaningranula nicht nur im Bereich der Haarmatrix gefunden, wie in den Kontrollen 

zu erkennen, sondern zusätzlich auch im Bereich der dermalen Papille (Abb. 3-23, oben). 

Weiterhin schienen die Melaningranula in den Haarbulbi der Rac1 Rescue Mäuse nicht, wie 

in den Kontrollen, mit den haarschaftbildenden Zellen assoziiert, sondern vielmehr in den 

Zellzwischenräumen der Haarmatrixzellen abgelagert zu sein. Möglicherweise besitzen die 

pigmentaufnehmenden Keratinozyten des Haarbulbus in Rac1 Rescue Mäusen einen Defekt 

in der Melaningranulaaufnahme, der das extrazellulär abgelagerte Pigment erklären könnte. 

Auch die in den Kontrollen zu erkennende apikale Lokalisation des Pigments in den 

haarschaftbildenden Zellen des Haarbulbus war in Rac1 Rescue Mäusen verloren gegangen 

(siehe Abb. 3-23, unten). Dies könnte darauf hinweisen, dass eine Störung der subzellulären 

Verteilung des Pigments in den suprabasalen Rac1-defizienten Keratinozyten des 

Haarbulbus vorliegt.  

 

Da diese suprabasalen Keratinozyten defizient für Rac1 sind, wäre es möglich, dass Rac1 

Prozesse der Pigmentaufnahme und -verteilung in diesen Zellen reguliert. Weiner et al., 

2007 haben beschrieben, dass die pigmentaufnehmenden Zellen im Haarbulbus durch eine 

Expression von Foxn1 gekennzeichnet sind. Da jedoch die Foxn1-Expression in den 

Haarfollikeln von Rac1 Rescue Mäusen unverändert zu sein scheint (vgl. Abb. 3-12), ist es 

nicht wahrscheinlich, dass Rac1 die Pigmentaufnahme über einen Foxn1-abhängigen 

Mechanismus reguliert. Jedoch ist es möglich, dass Rac1 andere Mechanismen, die die 

Pigmentaufnahme regulieren, beeinflusst.  

 

Bei der Untersuchung der Pigmentierung der Haarbulbi fiel außerdem auf, dass die 

Melaningranula in Rac1 Rescue Mäusen scheinbar eine geringere Größe besaßen. Dies fiel 

bereits auch während der elektronenmikroskopischen Analyse des Cortex auf, wo die 

Melaningranula in Rac1 Rescue Haarschäften ebenfalls reduziert erschienen (vgl. Abb. 3-

17). Die reduzierte Größe der Melaningranula könnte zum einen dadurch bedingt sein, dass 

diese in den Melanozyten bereits mit einer verringerten Größe gebildet wurden oder zum 

anderen, dass diese nach Aufnahme durch die Keratinozyten bereits abgebaut wurden. Um 

jedoch eine genaue Aussage über die Größe der Granula treffen zu können, sollte in 

weiterführenden Studien eine Quantifizierung der Granulagröße erfolgen. 
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Um zu überprüfen, ob die Veränderungen in der Pigmentierung der Haarbulbi durch eine 

Veränderung oder einen Verlust der Melanozyten in den Haarbulbi von Rac1 Rescue 

Mäusen ausgelöst wurden, wurden die Melanozytenpopulationen in den Haarbulbi 

untersucht.  Hierzu wurde eine Doppelfärbung von Trp2 als Marker für 

Melanozytenvorläuferzellen [Steel et al., 1992] und Tyrp1 als Marker für reife Melanozyten 

[Virador et al., 2001] durchgeführt. Es zeigte sich, dass an Tag 10 p.p. in Rac1 Rescue 

Mäusen im Vergleich zu den untersuchten Kontrollen keine Veränderung in der 

Melanozytengesamtanzahl in den Haarbulbi vorlag. Zusätzlich konnte kein Verlust einer 

speziellen Melanozytenpopulation in den Haarbulbi festgestellt werden (siehe Abb. 3-24a). 

Eine Untersuchung der Melanogeneseaktivität in den Haarbulbi durch Durchführung eines 

Tyramid-basierten Tyrosinase-Assays (TTA) [Han et al., 2002] ergab in Rac1 Rescue 

Mäusen ebenfalls keine Veränderungen (siehe Abb. 3-24b). Zusammengenommen weisen 

die Ergebnisse darauf hin, dass eine suprabasale Deletion von Rac1 keinen Einfluss auf den 

Erhalt der Melanozyten in den Haarbulbi oder deren Melanogeneseaktivität besitzt. 

 

Abbildung	
  3-­‐23:	
  Verteilung	
  der	
  Melaningranula	
  in	
  den	
  Haarbulbi	
  von	
  Kontrolltieren	
  und	
  Rac1	
  
Rescue	
   Mäusen.	
   Die	
   Pigmentierung	
   der	
   Haarbulbi	
   wurde	
   durch	
   lichtmikroskopische	
  
Untersuchung	
   an	
   Semidünnschnitten	
   analysiert.	
  M:	
  Medulla,	
   Cx:	
   Cortex,	
  DP:	
   dermale	
   Papille.	
  
Skalierungsbalken:	
  10	
  µm.	
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Bei Untersuchung der Haarfollikelmorphologie in H&E-gefärbten Schnitten an Tag 10 p.p. fiel 

auf, dass sowohl bei Rac1 E-KO als auch bei Rac1 Rescue Mäusen Melanozyten in der IFE 

zu finden waren. Zu diesem Zeitpunkt sind jedoch bei normaler Entwicklung kaum noch 

Melanozyten in muriner Epidermis nachweisbar [Mayer, 1973; Hirobe, 1984; Hirobe, 1992; 

Mackenzie et al., 1997; Nishimura et al., 1999], da diese während der Entwicklung aus der 

Epidermis in die sich bildenden Haarfollikel einwandern und sich in der Haarmatrix 

lokalisieren [Yoshida et al., 1996; Nishimura et al., 1999; Peters et al., 2002; Botchkareva et 

al., 2003]. 

 

Um die epidermalen Melanozyten in Rac1 E-KO und Rac1 Rescue Mäusen quantifizieren zu 

können, wurde eine histochemische Färbung mit L-DOPA durchgeführt. L-DOPA wird von 

dem in Melanozyten enthaltenen Enzym Tyrosinase umgesetzt und färbt die DOPA-reaktiven 

Bereiche dunkelbraun an [Laidlaw & Blackberg, 1932; Hirobe, 1984]. Die Färbung von 

Hautproben an Tag 10 p.p. mit L-DOPA zeigt deutlich gefärbte Melanozyten in der Epidermis 

von Rac1 E-KO Mäusen, die an der dermalen-epidermalen Grenze lokalisiert sind. Auch in 

der Rac1 Rescue Haut sind einige Melanozyten in der IFE lokalisiert, jedoch scheint deren 

Anzahl im Vergleich zu Rac1 E-KO reduziert zu sein (siehe Pfeile in Abb. 3-25a). Die Anzahl 

Abbildung	
   3-­‐24:	
   Untersuchung	
   der	
   Melanozytenpopulationen	
   im	
   Haarbulbus	
   (a)	
   und	
   Nachweis	
   Melanin-­‐
produzierender	
  Tyrosinase-­‐aktiver	
  Melanozyten	
   im	
  Haarbulbus	
   (b)	
   in	
  10	
  Tage	
  alten	
  Mäusen.	
   (a)	
  Zum	
  Nachweis	
   reifer	
  
Melanozyten	
  (Tyrp1-­‐positiv)	
  und	
  Melanozytenvorläuferzellen	
  (Trp2-­‐positiv)	
   in	
  den	
  Haarbulbi	
  von	
  10	
  Tage	
  alten	
  Mäusen	
  
wurden	
   Paraffinschnitte	
  mit	
   Antikörpern	
   gegen	
   Tyrp1	
   (rot)	
   und	
   Trp2	
   (grün)	
   gefärbt,	
   Zellnuklei	
  wurden	
  mit	
  Dapi	
   (blau)	
  
gefärbt.	
  (b)	
  Melanin-­‐produzierende	
  Tyrosinase-­‐aktive	
  Melanozyten	
  wurden	
  mit	
  Hilfe	
  des	
  Tyramide-­‐basierten	
  Tyrosinase-­‐
Assays	
  in	
  den	
  Haarbulbi	
  auf	
  Kryoschnitten	
  angefärbt.	
  Skalierungsbalken:	
  50	
  µm	
  (a),	
  100	
  µm	
  (b).	
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der DOPA-positiven Zellen in der IFE wurde zu verschiedenen Zeitpunkten quantifiziert, um 

einen Überblick über das Einwanderungsverhalten der Melanozyten in die Epidermis zu 

erhalten. Eine Quantifizierung der DOPA-positiven Zellen in der Epidermis an Tag 1 p.p. 

zeigte keinen signifikanten Unterschied in der Melanozytenanzahl, jedoch konnte an Tag 5 

p.p., an dem bereits eine starke Zerstörung der Haarfollikel festzustellen war (nicht 

dargestellt), eine 20-fach erhöhte Anzahl epidermaler Melanozyten im Vergleich zu den 

untersuchten Kontrollen nachgewiesen werden.  

 

 

 

 

 

Auch in Rac1 Rescue Hautproben ist die Melanozytenanzahl zu diesem Zeitpunkt bereits 15-

fach erhöht. An Tag 10 p.p konnte eine weitere Erhöhung in Rac1 E-KO Mäusen im 

Vergleich zu den untersuchten Kontrolltieren und L61Rac1 transgenen Mäusen detektiert 

werden, wohingegen in Rac1 Rescue Mäusen die Anzahl der Melanozyten nicht weiter 

zugenommen hat. Im Gegensatz zu Rac1 E-KO Mäusen war sie signifikant reduziert (siehe 

Abbildung	
  3-­‐25:	
  Ektopische	
  Pigmentierung	
  in	
  Rac1	
  E-­‐KO	
  und	
  Rac1	
  Rescue	
  Mäusen.	
  (a)	
  Visualisierung	
  von	
  Melanozyten	
  
in	
  der	
  Epidermis	
  durch	
  Färbung	
  mit	
  L-­‐DOPA	
  in	
  10	
  Tage	
  alten	
  Mäusen.	
  Pfeile	
  markieren	
  dabei	
  epidermale	
  Melanozyten	
  
in	
  Rac1	
  E-­‐KO	
  und	
  Rac1	
  Rescue	
  Mäusen.	
  Skalierungsbalken:	
  50	
  µm.	
  (b)	
  Quantifizierung	
  der	
  epidermalen	
  DOPA-­‐positiven	
  
Zellen	
  pro	
  100	
  µm	
  in	
  Kontroll-­‐	
  und	
  L61Rac1	
  transgenen	
  Tieren	
  sowie	
  Rac1	
  E-­‐KO	
  und	
  Rac1	
  Rescue	
  Mäusen	
  an	
  Tag	
  1,	
  5	
  
und	
  10	
  p.p.	
  (n=3-­‐6).	
  Mittelwert	
  ±	
  SEM,	
  statistische	
  Analyse	
  mittels	
  Student’s	
  t-­‐Test,	
  ns	
  p>0,05,	
  ***p<0,001.	
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Abb. 3-25b). Es ist möglich, dass die erhöhte Anzahl in Rac1 E-KO Mäusen durch 

Melanozyten verursacht wird, die aus den zerstörten Haarbulbi in die Epidermis einwandern, 

um dort eine andere vakante Nische zu besiedeln. Es wurde bereits beschrieben, dass unter 

gewissen Voraussetzungen Melanozyten das Vermögen besitzen, in das epidermale 

Kompartiment einwandern zu können [Nishimura et al., 2002; Weiner et al., 2007]. 

Andererseits wandern möglicherweise nicht alle Melanozyten der Epidermis in die sich 

bildenden Haarfollikel ein und sorgen dadurch für eine Erhöhung der Melanozytenanzahl in 

Rac1 Rescue Mäusen (siehe Abb. 3-25b).  

 

Die durch L-DOPA-Färbung nachgewiesenen epidermalen Melanozyten in Rac1 E-KO 

Mäusen betreiben aktiv Melanogenese, was durch die Durchführung eines TTA-Assays auf 

Hautproben von 10 Tage alten Mäusen nachgewiesen werden konnte (siehe Abb. 3-26a). 

Wahrscheinlich resultiert die Melanogeneseaktivität der epidermalen Melanozyten in adulten 

Rac1 E-KO Mäusen in dem in Abbildung 3-26b dargestellten äußerlich sichtbaren 

Pigmentierungsphänotyp. Diese Mäuse wiesen in fortgeschrittenem Alter äußerlich sichtbare 

Pigmentflecken der Haut an Kopf und Rücken sowie eine fast vollständige Pigmentierung 

des Schwanzes auf. Die Pigmentierung der Haut in adulten Rac1 Rescue Mäusen wurde 

bisher nicht untersucht. Vermutlich weisen diese unter ihrem Fell einen ähnlichen 

Pigmentierungsdefekt der Haut auf, da auch bei ihnen durch TTA-Analyse melanogenetisch 

aktive Melanozyten in der IFE nachgewiesen werden konnten (vgl. Abb. 3-26a). 
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3.4 Untersuchung	
   möglicher	
   Ursachen	
   der	
   Haarfollikeldegradierung	
   in	
   Rac1	
   E-­‐KO	
  

Mäusen	
  

Da, wie in vorangegangenen Abschnitten beschrieben, die Haarfollikel in Rac1 E-KO 

Mäusen durch eine fortschreitende Zerstörung des nicht-permanenten Teils des Haarfollikels 

gekennzeichnet sind, wurden im Rahmen dieser Arbeit außerdem mögliche Gründe für die 

Haarfollikeldegradierung untersucht.  

 

Zunächst wurde hierzu die genaue Lokalisation und Anzahl an dermalen und perifollikulären 

Entzündungszellen im Bereich der Haarfollikel durch Doppelfärbung mit Antikörpern gegen 

F4/80 für aktivierte Makrophagen und MHCII für dendritische Zellen analysiert. Bereits an 

Tag 1 p.p., an welchem in histologischen Untersuchungen keine pathologische Veränderung 

der Haarfollikel zu finden war (nicht dargestellt), konnte an einer geringen Anzahl an 

Haarfollikeln in Rac1 E-KO Mäusen eine Akkumulation von sowohl Makrophagen als auch 

dendritischen Zellen spezifisch an den Haarbulbi beobachtet werden (siehe Pfeil in Abb. 3-

27, oben). Eine solche Akkumulation der Zellen war an Tag 5 p.p. an nahezu jedem 

zerstörten Haarfollikel zu finden (siehe Pfeil in Abb. 3-27, unten). Im Vergleich zu Rac1 E-KO 

Mäusen konnte zu keinem der untersuchten Zeitpunkte eine Ansammlung der Immunzellen 

im Bereich der Haarfollikel in Rac1 Rescue Mäusen beobachtet werden. Auch die 

untersuchten Kontroll- und L61Rac1 transgenen Mäuse zeigten keine Assoziation der 

Immunzellen mit dem Haarfollikel (siehe Abb. 3-27, unten). 

 

 

 

 

 

Abbildung	
   3-­‐26:	
   Nachweis	
   melanogenetisch	
   aktiver	
   Melanozyten	
   in	
   der	
   IFE	
   in	
   10	
   Tage	
   alten	
   Mäusen	
   (a)	
   und	
  
Pigmentierungsdefekt	
   der	
   Haut	
   in	
   adulten	
   Rac1	
   E-­‐KO	
   Mäusen.	
   (a)	
   Melanin-­‐produzierende,	
   d.h.	
   Tyrosinase-­‐aktive	
  
Melanozyten	
  wurden	
  mit	
  Hilfe	
  des	
  Tyramide-­‐basierten	
  Tyrosinase-­‐Assays	
   in	
  den	
  Haarbulbi	
  auf	
  Kryoschnitten	
  angefärbt.	
  
(b)	
  Die	
  Aufnahmen	
  zeigen	
  die	
  äußerliche	
  Pigmentierung	
  der	
  Haut	
  in	
  einer	
  ca.	
  10	
  Monate	
  alten	
  Rac1	
  E-­‐KO	
  Maus	
  an	
  Kopf	
  
(links),	
  Rücken	
  (Mitte)	
  und	
  Schwanz	
  (rechts).	
  Skalierungsbalken:	
  50	
  µm	
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Wie von Maurer et al., 1995 beschrieben, übernehmen wahrscheinlich auch Mastzellen eine 

wichtige Funktion in der Ausbildung von Anagen-Haarfollikeln sowie der Ausführung der 

Veränderungen in der dermalen Organisation während des Haarwachstums. Daher wurden 

auch mögliche Veränderungen in der Mastzellpopulation in Rac1 E-KO Mäusen untersucht. 

Hierzu wurde eine Giemsa-Färbung durchgeführt, die histologisch Mastzellen durch ihre 

dunkelviolette Färbung erkennen lässt. An Tag 10 p.p. konnte im Vergleich zu homozygot 

gefloxten Kontrollmäusen in Rac1 E-KO Mäusen keine veränderte Anzahl an Mastzellen 

oder eine Akkumulation von Mastzellen an den Haarfollikeln, die an Tag 10 p.p. bereits 

vollständig degradiert sind, detektiert werden (siehe Abb. 3-28). Auch zu einem früheren 

Zeitpunkt (Tag 1 p.p.) konnte kein Unterschied in Mastzellanzahl und Lokalisation in Rac1  

E-KO Mäusen im Vergleich zu den Kontrollen beobachtet werden (siehe Abb. 3-28). 

 

 

 

 

 

Abbildung	
   3-­‐27:	
   Beteiligung	
   inflammatorischer	
   Zellen	
   an	
   der	
   Haarfollikeldegradierung	
   in	
   Rac1	
   E-­‐KO	
   Mäusen.	
  
Hautproben	
  von	
  Kontroll-­‐	
  und	
  L61Rac1	
  transgenen	
  Tieren	
  sowie	
  Rac1	
  E-­‐KO	
  und	
  Rac1	
  Rescue	
  Mäusen,	
  entnommen	
  an	
  Tag	
  
1	
   p.p.	
   und	
   Tag	
   5	
   p.p.,	
  wurden	
  mit	
   Antikörpern	
   gegen	
   F4/80	
   für	
  Makrophagen	
   (rot)	
   und	
  MHCII	
   für	
   dendritische	
   Zellen	
  
(grün)	
  gefärbt,	
  die	
  Zellnuklei	
  wurden	
  mit	
  Dapi	
  (blau)	
  angefärbt.	
  Skalierungsbalken:	
  50	
  µm.	
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Da, wie von Eichmüller et al., 1998 beschrieben, in Bereichen mit einer starken Akkumulation 

von perifollikulären Immunzellen oftmals auch eine erhöhte Apoptose der Keratinozyten der 

äußeren Haarwurzelscheide zu finden ist, wurde die Lokalisation und Anzahl apoptotischer 

Zellen in einem TUNEL-Assay [Gavrieli et al., 1992] an verschiedenen postnatalen 

Zeitpunkten untersucht. 

 

An Tag 10 p.p. zeigten die bereits stark zerstörten Haarfollikel der Rac1 E-KO Mäuse eine 

deutliche Akkumulation von TUNEL-positiven Zellen in den Bereichen der zerstörten 

Haarfollikel, wohingegen in Kontroll- und L61Rac1 transgenen Mäusen kaum TUNEL-

positive Zellen entlang der Haarfollikel detektiert werden konnten. In Rac1 Rescue Mäusen 

konnte zu diesem Zeitpunkt eine erhöhte Anzahl an perifollikulären TUNEL-positiven Zellen 

festgestellt werden (siehe Pfeile in Abb. 3-29, unten). Diese scheinen jedoch nicht direkt mit 

dem Haarfollikel assoziiert zu sein. Um herauszufinden, zu welchem Zeitpunkt der 

apoptotische Abbau der Haarfollikel einsetzt, wurde zusätzlich eine TUNEL-Analyse für Tag 

1 p.p. durchgeführt. Zu diesem Zeitpunkt konnte bereits an einzelnen Haarfollikeln eine 

Akkumulation von TUNEL-positiven Zellen im Bereich der Haarbulbi in Rac1 E-KO und Rac1 

Rescue Mäusen detektiert werden (siehe Pfeile in Abb. 3-29, oben), was jedoch nicht näher 

quantifiziert wurde. Im Vergleich dazu konnten in Kontrolltieren sowie L61Rac1 transgenen 

Kontrollen nur positive Zellen in der inneren Haarwurzelscheide nachgewiesen werden, die 

jedoch für gewöhnlich während der Differenzierung des Haarfollikels dort entstehen [Magerl 

et al., 2001]. 

Abbildung	
  3-­‐28:	
  Verteilung	
  dermaler	
  und	
  perifollikulärer	
  Mastzellen	
  in	
  Kontroll-­‐	
  und	
  Rac1	
  
E-­‐KO	
  Mäusen.	
  Mastzellen	
  wurden	
   an	
   Tag	
   1	
   und	
   Tag	
   10	
   p.p.	
   durch	
   Anfärbung	
  mit	
   Giemsa	
  
histologisch	
   durch	
   ihre	
   dunkelviolette	
   Färbung	
   nachgewiesen.	
   Zur	
   Visualisierung	
   des	
  
umliegenden	
  Gewebes	
  wurde	
  mit	
  Hämalaun	
  gegengefärbt.	
  Skalierungsbalken:	
  50	
  µm.	
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Durch zusätzliche Untersuchung von an Tag 2, 4 und 5 p.p. entnommenen Hautproben 

konnte ein Anstieg TUNEL-positiver Zellen im Bereich der Haarbulbi bzw. später im Bereich 

der zerstörten Haarfollikel in Rac1 E-KO Mäusen im Vergleich zu Kontrolltieren festgestellt 

werden (Pfeile in Abb. 3-30).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung	
  3-­‐29:	
  Analyse	
  perifollikulärer	
  apoptotischer	
  Zellen	
  in	
  Kontroll-­‐	
  und	
  L61	
  transgenen	
  Tieren	
  sowie	
  Rac1	
  E-­‐KO	
  
und	
  Rac1	
  Rescue	
  Mäusen.	
  Durch	
  Anwendung	
  des	
  kommerziell	
  erhältlichen	
  TUNEL-­‐Assays	
  wurde	
  in	
  Paraffinschnitten	
  an	
  
Tag	
   1	
   (obere	
   Zeile)	
   und	
   Tag	
   10	
   p.p.	
   (untere	
   Zeile)	
   die	
   Anwesenheit	
   apoptotischer	
   Zellen	
   detektiert	
   (grün).	
   Zellkerne	
  
wurden	
  zusätzlich	
  mit	
  DAPI	
  gefärbt	
  (blau).	
  Skalierungsbalken:	
  50	
  µm.	
  	
  

Abbildung	
  3-­‐30:	
  Analyse	
  apoptotischer	
  Zellen	
  in	
  der	
  äußeren	
  Haarwurzelscheide	
  von	
  Kontroll-­‐	
  und	
  Rac1	
  
E-­‐KO	
  Mäusen.	
  Durch	
  Anwendung	
  des	
  kommerziell	
  erhältlichen	
  TUNEL-­‐Assays	
  wurde	
  in	
  Paraffinschnitten	
  an	
  
Tag	
  2	
  (links),	
  Tag	
  4	
  (Mitte)	
  und	
  Tag	
  5	
  p.p.	
  (rechts)	
  die	
  Anwesenheit	
  apoptotischer	
  Zellen	
  detektiert	
  (grün).	
  
Zellkerne	
  wurden	
  zusätzlich	
  mit	
  DAPI	
  gefärbt	
  (blau).	
  Skalierungsbalken:	
  50	
  µm.	
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Eine TEM-Analyse der Rac1 E-KO Haarfollikel an Tag 10 p.p. bestätigte die Lokalisation 

apoptotischer Zellen in der äußeren Haarwurzelscheide. Diese konnten in Querschnitten der 

Haarfollikel unter dem Elektronenmikroskop durch ihren charakteristischen stark 

kondensierten Kern und ein kaum vorhandenes Zytoplasma identifiziert werden (Pfeil in Abb. 

3-31). Im Vergleich dazu konnten weder in Kontroll- noch in L61Rac1 transgenen Mäusen 

apoptotische Zellen in der äußeren Haarwurzelscheide nachgewiesen werden.   

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Unklar bleibt jedoch, ob ein direkter intrinsischer Effekt für die erhöhte Apoptose in den Rac1 

E-KO Bulbuskeratinozyten verantwortlich ist oder ob zum Beispiel die äußere Schutzfunktion 

des Haarfollikels, die diesen gegen Angriffe von Immunzellen schützt (Immunprivileg des 

Haarfollikels), negativ beeinflusst wurde. Es wurde bereits gezeigt [Rosenblum et al., 2004], 

dass die Expression von CD200, die um den Haarfollikel in der äußeren Haarwurzelscheide 

lokalisiert ist, eine solche Funktion übernimmt. Um zu überprüfen, ob die CD200-Expression 

in Rac1 E-KO Mäusen eventuell beeinträchtigt ist, wurde CD200 in der Haut von Rac1 E-KO, 

Rac1 Rescue sowie Kontroll- und L61Rac1 transgenen Mäusen gefärbt. Diese zeigten keine 

Veränderung in der CD200-Expression in der äußeren Haarwurzelscheide in Rac1 E-KO 

Mäusen an Tag 1 und Tag 10 p.p. im Vergleich zu den Kontrollen (nicht dargestellt).   

 

Zusammenfassend lassen es die Ergebnisse möglich erscheinen, dass in Rac1 E-KO 

Mäusen eine Induktion apoptotischer Prozesse in den Keratinozyten der äußeren 

Haarwurzelscheide der Auslöser für die fortschreitende Haarfollikeldegradierung ist. Die 

Abbildung	
   3-­‐31:	
   Apoptotische	
   Zellen	
   in	
   der	
   äußeren	
   Haarwurzelscheide	
   von	
   Rac1	
   E-­‐KO	
  
Mäusen.	
  Apoptotische	
  Zellen	
  wurden	
  in	
  Hautproben,	
  die	
  an	
  Tag	
  10	
  p.p.	
  entnommen	
  wurden,	
  
transmissionselektronenmikroskopisch	
  anhand	
   ihrer	
  histologischen	
  Eigenschaften	
   identifiziert.	
  
Darstellung	
   in	
   3.000x	
  Vergrößerung.	
  M:	
  Medulla,	
   Cx:	
   Cortex,	
  ORS:	
   äußere	
  Haarwurzelscheide	
  
(Aufnahme	
  durch	
  Prof.	
  W.	
  Bloch,	
  Köln).	
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Induktion der Apoptose konnte in Rac1 Rescue Mäusen durch basale Expression des 

L61Rac1 TGs verhindert werden, was darauf hinweisen könnte, dass die Zerstörung der 

Haarfollikel in Rac1 E-KO Mäusen durch eine Induktion der Apoptose bedingt ist. Diese 

Ergebnisse lassen vermuten, dass Rac1 eine Rolle in der Regulation apoptotischer Prozesse 

besitzt. Um zu untersuchen, ob Rac1 in Keratinozyten eine generelle Funktion in der 

Induktion apoptotischer Prozesse übernimmt, wurden zusätzlich Experimente zur 

Untersuchung der Empfindlichkeit von Rac1-defizienten Keratinozyten gegenüber 

apoptotischen Reizen durchgeführt. 

 

 

3.5 Untersuchung	
  UVB-­‐induzierter	
  Apoptose	
  in	
  Rac1	
  E-­‐KO	
  Mäusen	
  	
  

UVB-Strahlung stellt den häufigsten Auslöser der Apoptose von epidermalen Keratinozyten 

dar. Sie wird von den Keratinozyten der Epidermis absorbiert. Dies führt zu einer Reihe von 

zellulären Veränderungen und kann bei starker Schädigung der Zellen, beispielsweise durch 

eine hohe UV-Dosis, zur Induktion von Apoptose in der Epidermis führen. Zur Analyse eines 

möglichen generellen Defekts in der Regulation apoptotischer Prozesse in Rac1-defizienten 

Keratinozyten wurden UVB-Bestrahlungsexperimente an Kontroll- und Rac1 E-KO Mäusen 

durchgeführt. Hierbei wurde die Rückenhaut der Mäuse einmalig mit einer hohen Dosis UVB-

Strahlung von 1000 mJ/cm2 behandelt und die Haut im Anschluss zu unterschiedlichen 

Zeitpunkten nach Bestrahlung histologisch begutachtet.  

 

Die histologische Untersuchung der Hautproben zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach 

Bestrahlung zeigte 1 h nach Bestrahlung keinerlei Veränderungen der Morphologie der IFE 

von sowohl Kontroll- als auch Rac1 E-KO Mäusen. Auch 12 h nach Bestrahlung konnten 

keine offensichtlichen morphologischen Veränderungen in der Haut von Kontroll- und Rac1 

E-KO Mäusen detektiert werden. Jedoch zeigten die Histologien der Mäuse zu diesem 

Zeitpunkt apoptotische Keratinozyten, so genannte Sonnenbrandzellen (SBZ), in der IFE. 

Diese können in H&E-gefärbten Schnitten durch ihr eosinophiles Zytoplasma und ihren 

kondensierten Kern erkannt werden [Daniels et al., 1961; Woodcock & Magnus, 1976]. 24 h 

nach Bestrahlung waren im Vergleich dazu schwerwiegende pathologische Veränderungen 

in den Hautproben der Rac1 E-KO Mäuse zu erkennen. Rac1 E-KO Mäuse zeigten zu 

diesem Zeitpunkt eine vakuolige Degeneration der basalen Zellen bis hin zu einer 

vollständigen Zerstörung dieser Zellen, was in einer Ablösung der Epidermis von der Dermis 

resultiert (siehe Pfeile in Abb. 3-32). Die Epidermis der bestrahlten Kontrollmäuse wies zu 

diesem Zeitpunkt keine derartigen Veränderungen auf (siehe Abb. 3-32). Jedoch konnten in 

den Kontrollen auch zu diesem Zeitpunkt SBZ in der IFE histologisch detektiert werden. Die 

geringen Veränderungen in der Morphologie der IFE von Kontrolltieren 24 h nach 
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Bestrahlung belegen, dass die für die Bestrahlung gewählte hohe Dosis von 1000 mJ/cm2 

generell nicht zu hoch ist, jedoch ausreichend war, um Apoptose in den Keratinozyten der 

IFE zu induzieren und die beschriebenen pathologischen Veränderungen in der Epidermis 

von Rac1 E-KO Mäusen hervorzurufen. Aus diesem Grund wurden auch alle konsekutiven 

Untersuchungen an Hautproben, die mit derselben Dosis von 1000 mJ/cm2 bestrahlt wurden, 

durchgeführt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Um zu überprüfen, ob die Ablösung der Basalzellschicht der Epidermis in Rac1 E-KO 

Mäusen 24 h p.irr. durch eine erhöhte Anzahl zugrunde gehender Keratinozyten in der IFE 

ausgelöst wurde, wurde 12 h nach Bestrahlung die Anzahl an Sonnenbrandzellen (SBZ) in 

der IFE bestimmt. Wie zuvor erwähnt, sind SBZ durch ein eosinophiles Zytoplasma und 

einen kondensierten Kern gekennzeichnet [Daniels et al., 1961; Woodcock & Magnus, 1976] 

und können anhand dieser Charakteristika leicht in H&E-gefärbten Schnitten detektiert 

werden. Da bereits während der mikroskopischen Betrachtung der Hautproben von Rac1     

Abbildung	
  3-­‐32:	
  Histologische	
  Darstellung	
  der	
  UVB-­‐vermittelten	
  Effekte	
   auf	
  die	
   IFE	
   von	
  Kontrolltieren	
  
und	
  Rac1	
  E-­‐KO	
  Mäusen.	
  Die	
  Abbildung	
  zeigt	
  die	
  Morphologie	
  der	
  IFE	
  von	
  Kontroll-­‐	
  und	
  Rac1	
  E-­‐KO	
  Mäusen	
  
1,	
   12	
   und	
   24	
   h	
   nach	
   Bestrahlung	
   mit	
   1000	
   mJ/cm2	
   UVB	
   in	
   H&E-­‐gefärbten	
   Paraffinschnitten.	
  
Skalierungsbalken:	
  50	
  µm.	
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E-KO Mäusen 12 h p.irr. scheinbar eine größere Menge SBZ in der IFE lokalisiert waren  

(Pfeile in Abb. 3-33a), wurde eine Quantifizierung der SBZ in Kontroll- und Rac1 E-KO 

Mäusen durchgeführt (siehe Abb. 3-33b).  

 

Die Quantifizierung der SBZ zeigte eine ca. 5-fach erhöhte Anzahl an SBZ in der Epidermis 

von Rac1 E-KO Mäusen im Vergleich zu den untersuchten Kontrollen. Zum Zeitpunkt der 

Probenahme 12 h p.irr. wurden von den bestrahlten Mäusen zusätzlich Hautproben aus 

einem unbestrahlten Areal am Rücken entnommen. In diesen wurde ebenfalls die Anzahl an 

SBZ in der IFE bestimmt. Jedoch konnte auch in den unbestrahlten Proben keine Erhöhung 

der Anzahl der SBZ sowohl in Rac1 E-KO Mäusen als auch in den Kontrollen gefunden 

werden. Dies zeigt, dass Apoptose von epidermalen Keratinozyten nicht spontan verläuft, 

sondern dass ein pro-apoptotischer Stimulus, wie die Bestrahlung mit UVB, notwendig ist, 

um die Apoptose in den Keratinozyten der IFE zu induzieren.  

 

Abbildung	
   3-­‐33:	
   Histologisches	
   Erscheinungsbild	
   UV-­‐induzierter	
   apoptotischer	
   Sonnenbrandzellen	
   (SBZ)	
   in	
   der	
   IFE	
   von	
  
Kontrolltieren	
   und	
   Rac1	
   E-­‐KO	
  Mäusen	
   (a)	
   und	
   deren	
   Quantifizierung	
   in	
   Kontroll-­‐,	
   Rac1	
   E-­‐KO	
   und	
   N17Rac1	
   transgenen	
  
Mäusen	
  (b)	
  nach	
  UVB-­‐Bestrahlung.	
  (a)	
  SBZ	
  sind	
  in	
  H&E-­‐gefärbten	
  Schnitten	
  von	
  Kontroll-­‐	
  und	
  Rac1	
  E-­‐KO	
  Mäusen	
  12	
  h	
  p.irr.	
  
mit	
   1000	
   mJ/cm2	
   aufgrund	
   ihres	
   kondensierten	
   Kerns	
   und	
   ihres	
   eosinophilen	
   Zytoplasmas	
   eindeutig	
   zu	
   erkennen.	
  
Skalierungsbalken:	
   50	
   µm.	
   (b)	
   Bestimmung	
   der	
   SBZ	
   pro	
   Gesichtsfeld	
   in	
   Kontroll-­‐	
   und	
   Rac1	
   E-­‐KO	
  Mäusen	
   sowie	
   N17Rac1	
  
transgenen	
  Tieren	
  12	
  h	
  p.irr.	
  mit	
   1000	
  mJ/cm2	
  UVB	
  erfolgte	
  unter	
   einem	
  40x	
  Objektiv	
   (n=3-­‐5	
  Mäuse).	
  Mittelwert	
  ±	
   SEM,	
  
statistische	
  Analyse	
  mittels	
  Student’s	
  t-­‐Test,	
  **p<0,01	
  (Kontrolle	
  vs.	
  Rac1	
  E-­‐KO	
  bzw.	
  N17Rac1).	
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Um weiterhin auszuschließen, dass die Zerstörung der Haarfollikel in Rac1 E-KO Mäusen 

einen Einfluss auf die Bildung der SBZ in der IFE besitzt, wurden Mäuse, die basal dominant 

negatives N17Rac1 exprimieren, mit derselben Dosis UVB bestrahlt und die Anzahl der SBZ 

in bestrahlter und unbestrahlter Haut bestimmt. N17Rac1 transgene Tiere besitzen, wie 

L61Rac1 transgene Mäuse, keinen makroskopisch erkennbaren Phänotyp (vgl. Abschnitt 

1.1.2.1). Insbesondere weisen sie, im Gegensatz zu Mäusen mit einer epidermalen Deletion 

von Rac1, keine Zerstörung der Haarfollikel auf. Die Quantifizierung der SBZ in der IFE von 

N17Rac1 transgenen Mäusen zeigte, wie in der Epidermis von Rac1 E-KO Mäusen, 

ebenfalls eine erhöhte Anzahl an SBZ in den bestrahlten Hautproben, wohingegen in den 

untersuchten unbestrahlten Hautproben keine Erhöhung im Vergleich zu den Kontrollen 

festgestellt werden konnte. Die aus der Analyse der SBZ gewonnenen Ergebnisse weisen 

darauf hin, dass eine Deletion von Rac1 oder eine Inaktivierung der Rac1-Aktivität einen 

direkten Einfluss auf die Entstehung apoptotischer Keratinozyten in der IFE nach UVB-

Bestrahlung besitzt. 

 

Zusätzlich zur Quantifizierung zugrunde gehender Keratinozyten anhand histologischer 

Kriterien, wie es bei der Bestimmung der SBZ der Fall war, wurde eine Quantifizierung 

anhand weiterer Marker apoptotischer Zellen durchgeführt. Eine Methode zur Detektion 

apoptotischer Zellen in situ stellt die Durchführung eines TUNEL-Assays [Gavrieli et al., 

1992; Labat-Moleur et al., 1998] dar, der bereits zur Detektion apoptotischer Zellen im 

Bereich der Haarfollikel in Rac1 E-KO Mäusen eingesetzt wurde. Mit diesem Assay werden 

späte Stadien der Apoptose detektiert, da dieser die freiliegenden Enden der fragmentierten 

DNA im Zellkern markiert.  

 

Die Quantifizierung der TUNEL-positiven Zellen nach Bestrahlung mit 1000 mJ/cm2 in der 

IFE von Rac1 E-KO und Kontrollmäusen ergab eine ungefähr dreimal höhere Anzahl an 

TUNEL-positiven Zellen in der Epidermis von Rac1 E-KO Mäusen im Vergleich zu den 

Kontrollen. Auch in den untersuchten N17Rac1 transgenen Mäusen konnte eine signifikante 

Erhöhung der positiven Zellen nachgewiesen werden, wobei jedoch der Effekt geringer als in 

Rac1 E-KO Mäusen war (ca. 2-fach erhöht) (siehe Abb. 3-34). Eine zusätzliche Bestimmung 

der TUNEL-positiven Zellen in der IFE von Hautproben, die einem unbestrahlten Areal 

entnommen wurden, zeigte eine Erhöhung der positiven Zellen in Rac1 E-KO Mäusen im 

Vergleich zu den Kontrollen. Eine solche Erhöhung konnte in N17Rac1 Mäusen nicht 

nachgewiesen werden (siehe Abb. 3-34). Die Ergebnisse zeigen, dass die epidermale 

Deletion von Rac1 allein bereits zu einer erhöhten Anzahl an TUNEL-positiven Zellen in der 

IFE führt, jedoch eine Inhibierung der basalen Rac1-Funktion in N17Rac1 transgenen 

Mäusen allein nicht in der Lage ist, eine erhöhte Anzahl apoptotischer Zellen zu induzieren. 
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Dieser Unterschied ist am ehesten durch die in den Rac1 E-KO Mäusen vorhandene 

Entzündung der Haut erklärbar, die in N17Rac1 transgenen Mäusen nicht auftritt. Es ist 

bekannt, dass das Milieu in der Haut, insbesondere die Bildung pro-inflammatorischer 

Zytokine, die Wahrscheinlichkeit der Apoptose von Keratinozyten entscheidend beeinflussen 

kann [Schwarz et al., 2002].    

 

 

Da jedoch die TUNEL-Färbung nicht völlig spezifisch für den Nachweis von apoptotischen 

Zelluntergängen zu sein scheint, sondern auch nekrotische Zellen nachgewiesen werden 

[Grasl-Kraupp et al., 1995], wurde zusätzlich eine Färbung mit dem Apoptose-spezifischen 

Marker „aktive Caspase 3“ durchgeführt. Während der Einleitung der Apoptose wird eine 

Kaskade nacheinander geschalteter Caspasen aktiviert, die letztendlich für den Abbau der 

Zelle verantwortlich sind. Initiator-Caspasen spalten die pro-Form nachgeschalteter Effektor-

Caspasen [Sitailo et al., 2002], zu denen auch Caspase 3 zählt. Die proteolytische 

Aktivierung von Caspase 3 induziert die Aktivierung der abbauenden zellulären Prozesse, 

wie z.B. die Fragmentierung der DNA im Zellkern. Die immunhistologische Färbung der 

aktiven Caspase 3 stellt eine Methode dar, die apoptotische Zellen markiert, die noch nicht 

durch die TUNEL-Färbung erfasst werden können. Zur Färbung der aktiven Caspase 3 

wurde das ca. 17 kDa große Fragment mit Hilfe eines Antikörpers nachgewiesen, der 

spezifisch das durch die proteolytische Aktivierung entstehende Neo-Epitop erkennt 

[Nicholson et al., 1995]. 

 

Abbildung	
   3-­‐34:	
   Quantifizierung	
   TUNEL-­‐positiver	
   Zellen	
   in	
   der	
   IFE	
   von	
   Kontrolltieren	
   und	
   Rac1	
   E-­‐KO	
   Mäusen	
   sowie	
  
N17Rac1	
  transgenen	
  Mäusen	
  nach	
  UVB-­‐Bestrahlung.	
  Die	
  Bestimmung	
  der	
  TUNEL-­‐positiven	
  Zellen	
  pro	
  Gesichtsfeld	
  in	
  der	
  
IFE	
  von	
  Kontroll-­‐	
  und	
  Rac1	
  E-­‐KO	
  Mäusen	
  sowie	
  N17Rac1	
  transgenen	
  Tieren	
  erfolgte	
  12	
  h	
  p.irr.	
  mit	
  1000	
  mJ/cm2	
  UVB	
  unter	
  
einem	
  20x	
  Objektiv	
  (n=3-­‐5	
  Mäuse).	
  Mittelwert	
  ±	
  SEM,	
  statistische	
  Analyse	
  mittels	
  Student’s	
  t-­‐Test,	
  ns	
  p>0,05	
  (Kontrolle	
  vs.	
  
N17Rac1,	
  unbestrahlt),	
  *p<0,05	
  (Kontrolle	
  vs.	
  N17Rac1),	
  **p<0,01	
  (Kontrolle	
  vs.	
  Rac1	
  E-­‐KO,	
  1000	
  mJ/cm2	
  und	
  unbestrahlt).	
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Die Quantifizierung der aktive Caspase 3-positiven Zellen in der IFE von mit 1000 mJ/cm2 

UVB bestrahlten Hautproben ergab eine ca. 7-mal höhere Anzahl positiver Zellen in der 

Epidermis von Rac1 E-KO Mäusen verglichen mit den untersuchten Kontrollen. Im Vergleich 

zu den vorher dargestellten Ergebnissen konnte keine erhöhte Anzahl positiver Zellen in der 

Epidermis von N17Rac1 transgenen Mäusen nachgewiesen werden (siehe Abb. 3-35). 

Möglicherweise handelt es sich bei dem beobachteten Effekt nach UVB-Bestrahlung nicht 

ausschließlich um Apoptose, da der TUNEL-Assay nicht spezifisch für den Apoptose-

induzierten Zelltod ist. Im Gegensatz dazu kann eine Aktivierung von Caspase 3 

wahrscheinlich eher als Marker für den apoptotischen Zelltod angesehen werden. 

Möglicherweise wird die Apoptose in Rac1 E-KO Mäusen durch das Milieu (Immunzellen in 

der Dermis) stimuliert. In N17Rac1 transgenen Mäusen fehlt dieses Milieu, weshalb die 

Steigerung der TUNEL-positiven Zellen nach Bestrahlung auch geringer ausfällt. Die 

Auswertung in den unbestrahlten Hautproben ergab, wie bereits in der TUNEL-Auswertung 

festgestellt, eine erhöhte Anzahl aktive Caspase 3-positiver Zellen in Rac1 E-KO Mäusen im 

Vergleich zu den Kontrollen und den untersuchten N17Rac1 transgenen Mäusen (siehe Abb. 

3-35). Die insgesamt höhere Anzahl apoptotischer Zellen, die, verglichen mit der TUNEL-

Färbung, durch aktive Caspase 3-Färbung nachgewiesen werden konnte, könnte dadurch 

erklärt werden, dass diese Zellen zwar bereits Apoptose induziert haben und daher positiv 

für aktive Caspase 3 sind, jedoch noch nicht den Abbau der DNA, die durch den TUNEL-

Assay nachgewiesen wird, eingeleitet haben. 

   

 

Abbildung	
   3-­‐35:	
  Quantifizierung	
   aktive	
   Caspase	
   3-­‐positiver	
   Zellen	
   in	
   der	
   IFE	
   von	
  Kontrolltieren	
   und	
  Rac1	
   E-­‐KO	
  Mäusen	
  
sowie	
   N17Rac1	
   transgenen	
   Mäusen	
   nach	
   UVB-­‐Bestrahlung.	
   Die	
   Bestimmung	
   der	
   aktive	
   Caspase	
   3-­‐positiven	
   Zellen	
   pro	
  
Gesichtsfeld	
  in	
  der	
  IFE	
  von	
  Kontroll-­‐	
  und	
  Rac1	
  E-­‐KO	
  Mäusen	
  sowie	
  N17Rac1	
  transgenen	
  Tieren	
  12	
  h	
  p.irr.	
  mit	
  1000	
  mJ/cm2	
  
erfolgte	
  unter	
  einem	
  20x	
  Objektiv	
   (n=2-­‐5	
  Mäuse).	
  Mittelwert	
  ±	
  SEM,	
  statistische	
  Analyse	
  mittels	
  Student’s	
  t-­‐Test,	
  *p<0,05	
  
(Kontrolle	
  vs.	
  Rac1	
  E-­‐KO,	
  unbestrahlt),**p<0,01	
  (Kontrolle	
  vs.	
  Rac1	
  E-­‐KO,	
  1000	
  mJ/cm2).	
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Um festzustellen, ob die beschriebenen Effekte in der IFE nach Rac1-Deletion oder basaler 

Inhibierung der Rac1-Aktivität in vivo einen zellintrinsischen Effekt der Keratinozyten 

darstellt, wurden zusätzlich primäre Keratinozyten, isoliert aus Kontroll- (Wildtyp-) und 

N17Rac1 transgenen Mäusen, mit 1000 mJ/cm2 bestrahlt. Eine Analyse der Apoptose in 

Rac1 E-KO Zellen war nicht möglich, da diese in vitro nicht kultiviert werden konnten. Der 

Nachweis apoptotischer Zellen erfolgte ebenfalls 12 h p.irr. durch Durchführung des TUNEL-

Assays. Zur quantitativen Analyse der Ergebnisse wurde der prozentuale Anteil 

apoptotischer Zellen in sowohl bestrahlten als auch unbestrahlten Zellkulturen bestimmt.  

 

Die Quantifizierung der TUNEL-positiven Zellen in vitro ergab einen viermal höheren 

prozentualen Anteil TUNEL-positiver Zellen in bestrahlten N17Rac1 transgenen Kulturen im 

Vergleich zu den Kontrollzellen (siehe Abb. 3-36). Im Gegensatz dazu konnte in den 

analysierten unbestrahlten Kulturen keine Erhöhung der Anzahl TUNEL-positiver Zellen 

nachgewiesen werden. Die erhöhte Anzahl an TUNEL-positiven Keratinozyten in N17Rac1 

transgenen Zellkulturen in vitro verdeutlicht, dass eine Inhibierung der Rac1-Aktivität allein 

zu einer erhöhten Empfindlichkeit der Zellen gegenüber der Induktion apoptotischer 

Prozesse führt, es sich also um einen zellintrinsischer Defekt der Keratinozyten handelt, und 

die erhöhte Apoptose in der IFE in vivo nicht primär auf eine Interaktion mit dem 

umgebenden Milieu, zum Beispiel auf die Entzündungsreaktion im Bereich der Haarfollikel in 

Rac1 E-KO Mäusen, zurückgeführt werden kann. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung	
  3-­‐36:	
   In	
  vitro	
  Quantifizierung	
  TUNEL-­‐positiver	
  Zellen	
   in	
  Kontrollzellen	
  und	
  N17Rac1	
   transgenen	
  
Keratinozyten	
  nach	
  UVB-­‐Bestrahlung.	
  Die	
  Bestimmung	
  des	
  prozentualen	
  Anteils	
  der	
  TUNEL-­‐positven	
  Zellen	
  
pro	
  Gesichtsfeld	
  in	
  der	
  IFE	
  von	
  Kontroll-­‐	
  und	
  N17Rac1	
  transgenen	
  Zellen	
  12	
  h	
  p.irr.	
  mit	
  1000	
  mJ/cm2	
  erfolgte	
  
bei	
   20x	
   Vergrößerung	
   (n=6	
   Kontroll-­‐,	
   5	
   N17Rac1	
   Zelllinien.	
   Mittelwert	
   ±	
   SEM,	
   statistische	
   Analyse	
   mittels	
  
Student’s	
  t-­‐Test,***p<0,001	
  (Kontrolle	
  vs.	
  N17Rac1,	
  1000	
  mJ/cm2).	
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass Rac1 eine generelle Funktion im Schutz vor 

UV-induziertem Zelltod übernimmt und dass vermutlich ein zellintrinsischer Mechanismus in 

Rac1 E-KO und N17Rac1 transgenen Keratinozyten für eine erhöhte Empfindlichkeit 

gegenüber UVB-Strahlung teilweise verantwortlich ist. Weiterführende Untersuchungen 

sollen nun klären, über welchen Mechanismus Rac1 auf die Induktion des Zelltods wirkt und 

welche beteiligten Signalwege durch eine Deletion von Rac1 oder Inhibierung der Rac1-

Aktivität beeinflusst werden. Die Ergebnisse aus der UVB-Bestrahlung von N17Rac1 

transgenen Mäusen in vivo weisen darauf hin, dass der UV-induzierte Zelltod in den Mäusen 

und den transgenen Zellen in vitro möglicherweise nicht ausschließlich Apoptose ist. Um 

dies genauer zu untersuchen, wäre es sinnvoll, eine parallele Analyse von TUNEL- und 

aktive Caspase 3-positiven Zellen durchzuführen.   
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4 Diskussion	
  

4.1 Die	
  Rolle	
  von	
  Rac1	
  in	
  der	
  Basalzellschicht	
  und	
  der	
  äußeren	
  Haarwurzelscheide	
  für	
  die	
  

Integrität	
  von	
  Haarfollikeln	
  	
  

Ein Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob eine Wiederherstellung der basalen Rac1-

Aktivität in Rac1 E-KO Mäusen ausreichend ist, um den Haarphänotyp der Rac1 E-KO 

Mäuse zu revertieren. Die Einkreuzung des konstitutiv aktiven L61Rac1 TGs in Rac1 Rescue 

Mäuse zeigte eine Wiederherstellung des Haarwachstums, also eine Aufhebung des in 

Chrostek et al., 2006 beschriebenen Fellverlusts. Dieses Ergebnis demonstriert, dass für den 

Erhalt der Integrität der Haarfollikel eine Aktivität von Rac1 in den Keratinozyten des 

Keratin 14-positiven Kompartiments erforderlich ist. Da das L61Rac1 TG unter der Kontrolle 

des Keratin 14-Promoters exprimiert wird und sich in der Immunhistologie lediglich in den 

basalen Anteilen der Epidermis, jedoch nicht in den suprabasalen Anteilen, nachweisen ließ, 

ist die Expression von endogenem oder exogenem, mutiertem Rac1 in den differenzierten 

Anteilen der Epidermis und des Haarfollikels für die Bildung von Haaren offenbar nicht 

erforderlich. Diese Funktion von Rac1 im Keratin 14-positiven Kompartiment ist gut vereinbar 

mit der beschriebenen Notwendigkeit von Rac1 für die Erhaltung von Haarfollikel-

stammzellen [Castilho et al., 2007] (Stammzell-Erhaltungs-Hypothese). Es handelt sich 

hierbei jedoch nur um eine Hypothese, da bisher lediglich der Zusammenhang zwischen der 

Rac1-Expression und dem proliferativen Potential von Keratinozyten gezeigt werden konnte 

[Benitah et al., 2005; Chrostek et al., 2006; Castilho et al., 2007]. Unklar ist jedoch noch, ob 

der Untergang der Haarfollikel in vivo tatsächlich eine Folge dieses Verlusts an proliferativer 

Kapazität ist. Zwar zeigen die von mir durchgeführten immunhistologischen Untersuchungen, 

dass die basale Expression von L61Rac1 zu einer partiellen Wiederherstellung der CD34- 

und Keratin 15-positiven Zellpopulationen im Haarfollikel führt. Es ist daher möglich, dass 

das Wachstum der Haare erfolgt, weil die relevanten Stammzellpopulationen durch die 

Rekonstitution der basalen Rac1-Aktivität vorhanden sind. Jedoch besteht auch hier nur ein 

korrelativer Zusammenhang mit der Wiederherstellung des Haarwachstums. Ein kausaler 

Zusammenhang lässt sich daraus nicht ableiten.  

Zu der oben erwähnten Stammzell-Erhaltungs-Hypothese lässt sich aufgrund der von mir 

erzielten Ergebnisse eine alternative Hypothese entwickeln, die man als Apoptose-

Hypothese bezeichnen könnte. Erstmals habe ich gezeigt, dass der Verlust von Rac1 in 

epidermalen Keratinozyten zu einer verminderten Apoptoseresistenz nach Bestrahlung mit 

UVB führt. Zudem zeigen meine immunhistologischen Untersuchungen, dass in Rac1 E-KO 

Mäusen bereits spontan eine erhöhte Anzahl apoptotischer Keratinozyten zu finden ist.  

Apoptotische Keratinozyten konnten mittels TUNEL-Färbung in der äußeren Haarwurzel-
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scheide der Haarfollikel von Rac1 E-KO Mäusen bereits in den ersten Lebenstagen 

nachgewiesen werden, ein für sich normalerweise synchron im Anagen befindliche 

Haarfollikel neugeborener Mäuse völlig abnormer Befund. Dies lässt es möglich erscheinen, 

dass der Verlust von Rac1 generell zu einer verminderten Apoptoseresistenz in 

Keratinozyten führt, die sich dann in einem Untergang von Keratinozyten der äußeren 

Haarwurzelscheide während des Anagens äußert. Bei dieser Betrachtung ist es von 

Bedeutung, dass die Keratinozyten des proximalen Anteils der äußeren Haarwurzelscheide 

und der inneren Haarwurzelscheide während des Einwachsens des Anagen-Haarfollikels in 

die Dermis Träger des so genannten Immunprivilegs des Haarfollikels sind [Christoph et al., 

2000; Paus et al., 2003]. Diese Bereiche sind im Menschen und in Mäusen durch eine 

Abwesenheit einer MHCI-Expression gekennzeichnet [Paus et al., 1994; Ito et al., 2004]. 

Weiterhin bildet die Expression und Ausschüttung starker immunsuppressiver Botenstoffe 

durch die Zellen des Haarbulbus, wie TGF-ß1 [Welker et al., 1997], ACTH [Slominski et al., 

1998; Mazurkiewicz et al., 2000] und α-MSH [Paus et al., 1998; Botchkarev et al., 1999; 

Mazurkiewicz et al., 2000], sowie eine Expression von CD200 in den Keratinozyten der 

äußeren Haarwurzelscheide [Rosenblum et al., 2004] einen wirkungsvollen Schutz 

gegenüber einem Angriff des Haarfollikels durch Immunzellen. Dieses Immunprivileg wird bei 

Verlust von Keratinozyten der äußeren Haarwurzelscheide partiell oder vollständig 

durchbrochen. Infolge dessen sind die Haarfollikel angreifbar für Zellen des Immunsystems. 

In der Tat wird bei Rac1 E-KO Mäusen bereits an Tag 5 p.p. eine Ansammlung von MHCII-

positiven Makrophagen perifollikulär beobachtet, die sich im Verlaufe der folgenden 

Lebenstage (Tag 9 p.p.) verstärkt [Chrostek et al., 2006, eigene Beobachtungen]. Es ist also 

möglich, dass der Untergang der Haarfollikel in Rac1 E-KO Mäusen auf die vermehrte 

Apoptose der Keratinozyten der äußeren Haarwurzelscheide und die nachfolgende 

Immunreaktion zurückzuführen ist. Dabei schließen sich beide Hypothesen nicht gegenseitig 

aus: ein Nebeneinander von follikulärem Stammzellverlust und vermehrter Apoptose von 

Keratinozyten der äußeren Haarwurzelscheide ist vorstellbar. Weitere Untersuchungen sind 

erforderlich, um zu identifizieren, ob und welche Mechanismen hauptsächlich für den 

Haarverlust in Rac1 E-KO Mäusen verantwortlich sind. 

 

 

4.2 Regulation	
  der	
  Haarmorphogenese	
  und	
  Haarstrukturbildung	
  durch	
  Rac1	
  	
  

4.2.1 Die	
  Rolle	
  von	
  Rac1	
  in	
  der	
  Haarmorphogenese	
  	
  

Die Analyse der Haarmorphogenese an Tag 10 p.p. zeigt eine starke Verzögerung in der 

Haarmorphogenese in Rac1 E-KO Mäusen speziell in den späten Entwicklungsstadien des 

Haarfollikels. In den späten Entwicklungsstadien 8 und 9 der Morphogenese sind besonders 
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Prozesse der Haarfollikelelongation sowie der Haarschaftdifferenzierung und -pigmentierung 

von Bedeutung [Paus et al., 1999]. Die in Rac1 E-KO Mäusen festgestellte Verzögerung in 

der Morphogenese kann durch die basale Expression von L61Rac1 in Rac1 Rescue Mäusen 

nur teilweise aufgehoben werden. Wahrscheinlich übernimmt Rac1 eine Funktion in den 

differenzierten, nicht-basalen Anteilen des Haarfollikels, in denen wichtige Differenzierungs-

prozesse während der Morphogenese stattfinden. Welche Funktionen könnten dies sein? 

Die bisher verfügbare Literatur beschreibt sehr häufig Funktionen von Rac1 in der Regulation 

der Migration und Lamellipodienbildung einerseits sowie der Zellproliferation andererseits 

[Etienne-Manneville & Hall, 2002; Heasman & Ridley, 2008; Bosco et al., 2009]. 

Veränderungen in gerade diesen Zellfunktionen als Folge der Deletion von Rac1 in den 

nicht-basalen Zellen des Haarfollikels könnten für die Erklärung der gefundenen 

Verzögerung der Haarmorphogenese herangezogen werden.  

 

Von Chrostek et al., 2006 wurde bereits eine mögliche Beeinflussung der Migration spezieller 

Haarfollikelzellen, der „Flügelzellen“8, während der Haardifferenzierung diskutiert. Diese 

wandern während der Bildung der inneren Haarwurzelscheide von der Huxley’schen Schicht 

durch die Henle’sche Schicht hindurch, bis sie mit den Keratinozyten der Culticula der 

inneren Haarwurzelscheide in Kontakt kommen. Dieser Prozess basiert vermutlich auf der 

Bildung von speziellen Zellfortsätzen, so genannten Lamellipodien [Langbein et al., 2003]. 

Rac1 ist für die Bildung dieser Zellstrukturen erforderlich [Ridley et al., 1992; Nobes & Hall, 

1995b; Kaibuchi et al., 1999; Yamada & Nelson, 2007]. Ein Verlust von Rac1 könnte damit 

möglicherweise die Migration der „Flügelzellen“ während der Haarfollikelbildung hemmen 

und so zu einer veränderten Haarfollikelstrukturbildung während der Morphogenese 

beitragen, was Auswirkungen auf das Voranschreiten der Morphogenese besitzen könnte. 

Zwar ist Rac1 nicht in allen Zelltypen für eine Migration erforderlich [Wells et al., 2004; 

Wheeler et al., 2006], in epidermalen Keratinozyten ließ sich jedoch die Notwendigkeit einer 

Rac1-Aktivität für die Ausbildung stabiler Lamellipodien und für physiologische 

Migrationsprozesse während der epithelialen Wundheilung nachweisen [Tscharntke, 2006; 

Tscharntke et al., 2007].  

 

Neben einer gerichteten Zellmigration ist auch eine rasche Haarfollikelelongation für die 

späte Haarmorphogenese kennzeichnend. Das Längenwachstum des Haares wird 

besonders durch Prozesse, die die Proliferation der Keratinozyten der Haarmatrix 

beeinflussen, bestimmt [Cotsarelis et al., 1990; Sun et al., 1991]. Die Analyse der 

Haarfollikellänge an Tag 10 p.p. zeigte eine signifikante Verringerung der Haarfollikellänge in 

                                                 
8 spezialisierte Zellen der Huxley’schen Schicht im Haarfollikel, die eine Funktion in der Verankerung der inneren und äußeren 
Haarwurzelscheide übernehmen 
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Rac1 Rescue Mäusen. Durch Bestimmung der BrdU-positiven Kerne im Haarbulbus einen 

Tag zuvor (Tag 9 p.p.) konnte ich nachweisen, dass ein Proliferationsdefekt in den Zellen 

des Haarbulbus vorliegt. Dieser könnte die reduzierte Haarfollikellänge an Tag 10 p.p. sowie 

auch die in der Haartypusanalyse festgestellte Verkürzung der Haare in Rac1 Rescue 

Mäusen erklären. Da die Proliferation der Haarbulbuskeratinozyten auch einen Einfluss auf 

die Strukturbildung der Haarfollikel und der Haare während der Morphogenese besitzt, ist 

nicht auszuschließen, dass die verzögerte Haarfollikelmorphogenese in Rac1 Rescue 

Mäusen neben einer Hemmung der Zellmigration auch einen Proliferationsdefekt der 

Haarmatrixkeratinozyten zur Ursache hat. Ein Einfluss von Rac1 auf die Proliferation der 

Haarmatrixzellen konnte in Rac1 E-KO Mäusen bisher nicht untersucht werden, da in diesen 

Mäusen der nicht-permanente Teil des Haarfollikels inklusive des Haarbulbus, in dem die 

proliferierenden Zellen der Haarmatrix lokalisiert sind, zerstört wird. Das hier vorgestellte 

Modell der Rac1 Rescue Mäuse ermöglicht dagegen, aufgrund der Wiederherstellung der 

Haarfollikelmorphologie, eine weiterführende Analyse einer möglichen Regulation der 

Proliferation der Matrixkeratinozyten durch Rac1 in den Haarbulbi von Rac1 Rescue 

Mäusen. 

 

Ein Einfluss von Rac1 auf die Zellproliferation ist bereits aus anderen Systemen bekannt 

[Etienne-Manneville & Hall, 2002; Villalonga & Ridley, 2006; Bosco et al., 2009]. Darüber 

hinaus haben frühere Analysen unserer Arbeitsgruppe an Mäusen, die basal dominant 

negatives N17Rac1 exprimieren, gezeigt, dass die Proliferation der Keratinozyten dieser 

Tiere in den Wundrändern und -zungen gestanzter Wunden während der Wundheilung 

vermindert ist, was zu einer verzögerten Wundheilung in vivo und in vitro führt [Tscharntke et 

al., 2007]. Jedoch scheint die Regulation der Proliferation von Keratinozyten durch Rac1 

eine weniger bedeutungsvolle Rolle in der Aufrechterhaltung der Homöostase der IFE zu 

besitzen. Deshalb wird wahrscheinlich die Funktion von Rac1 in der Regulation der 

Proliferation nur in bestimmten, nicht-homöostatischen Situationen, die eine starke 

Zellproliferation erfordern, erkennbar, wie beispielsweise in der Wundheilung oder im 

Haarfollikellängenwachstum.  

 

Wie wird die Proliferation der Haarmatrixkeratinozyten durch Rac1 reguliert? 

Untersuchungen von Olson et al., 1995 und Vidali et al., 2006 in ruhenden (quiescenten) 

Fibroblasten haben gezeigt, dass sowohl eine Deletion von Rac1 als auch eine Inhibierung 

der Rac1-Aktivität eine Progression des Zellzyklus von G1 nach S unterbindet, wodurch die 

Zellen in der G1-Phase arretieren. Eine Zellzyklusanalyse von isolierten primären Rac1 E-

KO Keratinozyten könnte Aufschluss darüber geben, ob Rac1 auch in Keratinozyten die 

Zellzyklusprogression von G1 nach S reguliert. Ein Zellzyklusarrest in G1 könnte zu einem 
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reduzierten Einbau von BrdU führen, der in der S-Phase des Zellzyklus stattfindet, und daher 

in der Folge für die geringere Anzahl an BrdU-positiven Zellen in der Haarmatrix von Rac1 

Rescue Mäusen verantwortlich sein.  

 

Ein wichtiger Regulator des Zellzyklus und damit der Proliferation von Keratinozyten sowie 

auch von deren terminaler Differenzierung ist der Transkriptionsfaktor c-Myc. [Watt et al., 

2008]. Im menschlichen Haarfollikel wurde gezeigt, dass c-Myc in den proliferativen Ki67-

positiven Keratinozyten des Haarbulbus exprimiert wird [Bull et al., 2001]. Benitah et al., 

2005 haben demonstriert, dass Rac1 die Expression von c-Myc in humanen epidermalen 

Keratinozytenvorläuferzellen über einen PAK2-abhängigen Mechanismus negativ reguliert. 

Die Depletion von Rac1 in Rac1 E-KO Mäusen führt danach durch Aktivierung von c-Myc zu 

einer vorzeitigen Differenzierung und einem damit verbundenen Verlust der Bulge-

Stammzellen. Aktivierte Stammzellen der Bulge-Region teilen sich in Tochterzellen, die laut 

der Bulge-Aktivierungshypothese in den Haarbulbus einwandern und dort die 

proliferierenden Zellen der Haarmatrix bilden [Cotsarelis et al., 1990; Wilson et al., 1994; 

Oshima et al., 2001; Tumbar et al., 2004]. Diese proliferieren und sorgen dadurch für eine 

Elongation des Haarfollikels [Cotsarelis et al., 1990; Sun et al., 1991]. Eine Depletion der 

Bulge-Stammzellen könnte diesem Mechanismus zufolge zu einer reduzierten Rekrutierung 

der aktivierten Bulge-Zellen führen. Die reduzierte Anzahl der aktivierten Keratinozyten 

könnte demnach eine verminderte Proliferation der Haarmatrixkeratinozyten zur Folge 

haben. Andererseits könnte die Deletion von Rac1 in den Keratinozyten des Haarbulbus 

auch dafür sorgen, dass die Expression von c-Myc nicht mehr reguliert werden kann. Eine 

stetige starke Aktivierung von c-Myc könnte einen vorzeitigen Eintritt von Matrixkeratinozyten 

in die Differenzierungsphase stimulieren und so für eine Reduktion der proliferierenden 

Matrix-keratinozyten sorgen. Wie Gebhardt et al., 2006 gezeigt haben, führt eine forcierte 

Expression von c-Myc in humanen Keratinozyten zu einer frühzeitigen Differenzierung dieser 

Zellen in in vitro-rekonstituierter Epidermis.  

 

Welches proliferationsrelevante Signal wird in der Haarmatrix durch Rac1 übertragen? Eine 

große Bedeutung kommt Rac1 in der Übertragung von Signalen zu, die durch 

Adhäsionsrezeptoren generiert werden [Jaffe & Hall, 2005; Bosco et al., 2009]. Integrin-

vermittelte Adhäsion ist eine Voraussetzung für die Proliferation von Epithelzellen unter 

physiologischen Umständen („anchorage-dependence“). Es wurde gezeigt, dass ein Verlust 

dieser Adhäsion, wie bei der Hemmung von Rac1, zu einer Arretierung der Zellen in der G1-

Phase führt [Stoker et al., 1968], wodurch eine Proliferation dieser Zellen unterdrückt wird. 

Eine Analyse der Integrin-Expression durch Chrostek et al., 2006 an primären Keratinozyten, 

isoliert aus adulten Rac1 E-KO und Kontrollmäusen, zeigte keine Veränderung in der 
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Expression der für die Haut wichtigen Integrine, wie α2, α6, β1 und β4. Aus diesem Grund ist 

es eher unwahrscheinlich, dass ein Adhäsionsdefekt für die reduzierte Proliferation in den 

Matrixkeratinozyten verantwortlich ist. Allerdings wurde hier nur deren Expression in vitro 

analysiert, was jedoch nichts über die Signalaktivität der Integrine im Haarfollikel in vivo 

aussagt. Es bleibt daher offen, ob das für die Regulation der Proliferation verantwortliche, 

durch Rac1 übertragene Signal von einem Adhäsionsrezeptor kommt. Möglich ist weiterhin, 

dass Rac1 ein oder mehrere wichtige Signale von Rezeptoren für Wachstumsfaktoren 

überträgt und dass der Verlust dieser Übertragung dann zu einer eingeschränkten 

Proliferation führt. Rac1 ist als Überträger von Wachstumsfaktor-Signalen, die auch in der 

Haarbildung eine Rolle spielen, wie beispielsweise der EGF-, IGF- und des KGF-Rezeptors 

(FGFR2), bekannt [Lu et al., 2003; Cardinali et al., 2005; Patel et al., 2007; Dise et al., 2008; 

Stachelscheid et al., 2008].  

 

4.2.2 Die	
  Rolle	
  von	
  Rac1	
  in	
  der	
  frühen	
  Haardifferenzierung	
  	
  

Die Expression von L61Rac1 als TG im Keratin 14-positiven Kompartiment von Rac1 E-KO 

Mäusen führte zwar zu einem Wachstum der Haare, allerdings wiesen die Haare der Rac1 

Rescue Mäuse verschiedene Defekte auf. Diese waren bereits makroskopisch als 

Veränderungen der Fellstruktur und der Fellfarbe erkennbar. Es ist wahrscheinlich, dass 

diese Veränderungen durch die Abwesenheit von Rac1 in den nicht-basalen Anteilen des 

Haarfollikels und/oder der IFE hervorgerufen wurden. Immunhistologische Färbungen 

zeigten, dass die Expression des L61Rac1 TGs auf das Keratin 14-positive Kompartiment 

beschränkt war. L61Rac1 ließ sich nicht in den Keratin 14-negativen Anteilen der IFE und 

des Haarfollikels nachweisen. Demnach sind die im Folgenden diskutierten Veränderungen 

in der Haardifferenzierung und Haarstrukturbildung Folgen der Deletion von Rac1 in den 

differenzierten Anteilen des Haarfollikels und der IFE. Da in Rac1 Rescue Mäusen nicht 

Wildtyp-Rac1, sondern die konstitutiv aktive Mutante L61Rac1 exprimiert wurde, könnten die 

beobachteten Veränderungen in den Rac1 Rescue Mäusen auch als Folgen der 

konstitutiven Aktivierung von Rac1 im Keratin 14-positiven Kompartiment oder als Folgen 

einer höheren Rac1-Aktivität infolge der Expression mehrerer TG-Kopien diskutiert werden. 

Allerdings wurden für alle Analysen sowohl Wildtyp-Tiere (Kontrolltiere) als auch L61Rac1 

transgene Mäuse des gleichen Stammes im Wildtyp-Hintergrund als Kontrollen mitgeführt. 

Dabei zeigten sich keinerlei Unterschiede zwischen Wildtypen und L61Rac1 transgenen 

Kontrollen in vivo. Dies zeigt, dass die Expression von L61Rac1 allein als TG nicht zu 

Veränderungen in der Epidermis und im Haarkleid führt. Die in den Rac1 Rescue Mäusen 

beobachteten Veränderungen können also nicht durch die erhöhte Aktivität des L61Rac1- 

TGs gegenüber Wildtyp-Rac1 erklärt werden. Daraus kann geschlossen werden, dass Rac1 

zusätzlich zu seiner Funktion in der Aufrechterhaltung der Haarfollikelmorphologie auch 
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wichtige Funktionen in den Keratin 14-negativen Schichten des Haarfollikels übernimmt, die 

mit Hilfe des hier vorgestellten Modells der Rac1 Rescue Mäuse genauer untersucht werden 

konnten.  

 

Die Ausbildung der Haarfollikelmorphologie und der frühen Haardifferenzierung wird durch 

die Proliferation und anschließende Differenzierung der Haarmatrixkeratinozyten maßgeblich 

beeinflusst [Legue & Nicolas, 2005]. Die Analyse der Expression von Foxn1, CDP, Lef1 und 

ß-Catenin, die wegen ihrer entscheidenden und nicht-redundanten Rolle in der 

Haarfollikeldifferenzierung durchgeführt wurde, ergab keine Veränderungen in Rac1 Rescue 

Mäusen im Vergleich zu den Kontrollen. Es liegt daher nahe, dass Rac1 keinen Einfluss auf 

die Foxn1-, CDP-, Lef1- und ß-Catenin-abhängigen Differenzierungsprozesse im Haarfollikel 

während der Ausbildung eines voll entwickelten Anagen-Haarfollikels besitzt. Es ist daher 

wahrscheinlich, dass weitere, bisher nicht untersuchte Signalwege, die an der 

Differenzierung beteiligt sind, durch die Rac1-Deletion in den suprabasalen Schichten 

beeinträchtigt werden.  

 

Neben den untersuchten Markern ist der Transkriptionsfaktor Gata-3 für die Differenzierung 

der inneren Haarwurzelscheide von Bedeutung [Kaufman et al., 2003]. Es wurde gezeigt, 

dass dessen Expression durch BMPR1A („bone morphogenic protein receptor 1A“) reguliert 

wird [Kobielak et al., 2003]. BMPR1A wird von allen Zellen des Haarbulbus einschließlich der 

dermalen Papille exprimiert [Botchkarev & Sharov, 2004; Rendl et al., 2005] und reguliert, 

wie verschiedene Studien gezeigt haben, sowohl die Differenzierung der inneren 

Haarwurzelscheide als auch die Differenzierung des Haarschafts [Kobielak et al., 2003; Andl 

et al., 2004; Yuhki et al., 2004]. Für die Differenzierung dieser beiden Kompartimente sind 

außerdem Signale des Hedgehog-Signalwegs von Bedeutung [Gritli-Linde et al., 2007]. 

Weiterhin wurde gezeigt, dass eine Deletion des FGFR2-IIIb eine Verzögerung der 

Morphogenese sowie Veränderungen in der Haarfollikel- und Haarstruktur zur Folge hat 

[Petiot et al., 2003]. Die zuvor beschriebenen Proteine und von ihnen abhängige Signalwege 

wären mögliche Kandidaten, über die Rac1 die Differenzierung der Haarfollikel beeinflussen 

könnte. 

 

Die Expression der Keratine des Haarfollikels wird durch verschiedene Transkriptions-

faktoren und Signalwege, wie zum Beispiel den Wnt/ß-Catenin-Signalweg [DasGupta & 

Fuchs, 1999] sowie die Transkriptionsfaktoren Foxn1 [Schlake et al., 2000]; Msx2 [Ma et al., 

2003; Cai et al., 2009] und Hoxc13 [Tkatchenko et al., 2001], beeinflusst. Foxn1 und Msx2 

beispielsweise regulieren die Expression von K32 (Cuticula), K33 und K86 (Cortex), wobei 

Foxn1, wie verschiedene Mutationsstudien gezeigt haben, anscheinend den größten Einfluss 
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auf die Haarkeratinexpression besitzt [Johns et al., 2005; Cai et al., 2009]. Von Chrostek et 

al., 2006 wurde beschrieben, dass in Rac1 E-KO Mäusen die Expression verschiedener 

Haarkeratine vor allem im proximalen Anteil des Haarfollikels reduziert ist und auch unsere 

Untersuchungen in Rac1 E-KO Mäusen scheinen eine Reduktion in der Expression der 

untersuchten Haarkeratine (Keratin 81, Keratin 82) zu bestätigen. Im Gegensatz dazu 

weisen die Haarfollikel der Rac1 Rescue Mäuse keine Veränderungen in der Expression 

dieser Haarkeratine auf. Vermutlich ist daher die in Rac1 E-KO Mäusen detektierte 

reduzierte Expression der Haarkeratine auf die Zerstörung der Haarfollikel in diesen Tieren 

zurückzuführen und stellt damit lediglich einen sekundären Effekt dar. Eine alternative 

Erklärung wäre, dass die Expression dieser Keratine im differenzierten Anteil des 

Haarfollikels von Faktoren in den Keratinozyten der äußeren Haarwurzelscheide abhängt. Da 

die untersuchten Keratine jedoch durchweg nur in den differenzierten Anteilen des 

Haarfollikels gefunden werden und ihre Expression charakteristisch für dieses Kompartiment 

ist, erscheint diese Erklärung eher unwahrscheinlich.  

 

4.2.3 Die	
  Rolle	
  von	
  Rac1	
  in	
  der	
  späten	
  Haardifferenzierung	
  	
  

Die epidermale Deletion von Rac1 führt zu Veränderungen in der Haarstruktur. Es konnten 

sowohl Abnormitäten in der Haaroberflächenstruktur als auch in der Struktur der Zigzag-

Haare nachgewiesen werden. Diese konnten durch die basale Expression von L61Rac1 in 

Rac1 Rescue Mäusen nur teilweise wiederhergestellt werden.    

 

Das Fell von Rac1 Rescue Mäusen erscheint matt und, wie eine REM-Analyse einzelner 

Haare demonstrierte, zeigt die Oberfläche der Haare, die wesentlich durch die Cuticula-

Struktur bestimmt wird, bei Rac1 E-KO und Rac1 Rescue Mäusen eine Reihe von 

Veränderungen. Die Haaroberfläche dieser Tiere ist im Vergleich zu der der Kontrollen durch 

rillenartige Einkerbungen der Haarschuppen gekennzeichnet. Weiterhin zeigen die Haare 

abnorme Einbuchtungen sowie oftmals eine abgeflachte Form im Gegensatz zur normalen 

runden Haarform. Ähnliche Veränderungen finden sich auch in anderen Mutanten, in denen 

die jeweilige Mutation einen Einfluss auf die Cuticula-Struktur hat, beispielsweise in Notch1 

Knockout Mäusen sowie in Tieren mit ektopischer Expression eines dominant aktiven 

Notch1. Die Veränderungen des Fells werden hier auf strukturelle Abnormitäten der 

Haarschuppen zurückgeführt [Lin et al., 2000; Vauclair et al., 2005]. Es ist daher denkbar, 

dass die gestörte Haaroberflächenstruktur wesentlich zu dem matten Erscheinungsbild des 

Fells der Rac1 Rescue Mäuse beigetragen hat.  

Die Analyse verschiedener Mausmutanten hat jedoch auch gezeigt, dass die Struktur der 

Medulla einen entscheidenden Einfluss auf das Erscheinungsbild des Fells besitzt. Mäuse, 

die ektopisch aktives Notch1 exprimieren und ein glänzend erscheinendes Fell aufweisen, 
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sind durch einen Verlust der Lufteinschlüsse der Medulla gekennzeichnet. Auch Mäuse mit 

einer Mutation im Gen des Transkriptionsfaktors Foxq1 sowie FGFR2-IIIb Knockout-Mäuse 

und auch Mäuse, die einen dominant negativen FGFR2-IIIb exprimieren, zeigen ein 

glänzender erscheinendes Fell, das ebenfalls auf Veränderungen in der Medullastruktur 

zurückzuführen ist [Hong et al., 2001; Petiot et al., 2003; Schlake, 2005a]. Da ich in Rac1 

Rescue Mäusen auch Veränderungen in der Medullastruktur gefunden habe, hat 

möglicherweise eine Kombination aus Veränderungen in der Haarmedulla und der 

Haaroberflächenstruktur zu dem matten Erscheinungsbild des Fells in Rac1 Rescue Mäusen 

beigetragen. 

 

Die Analyse der Haartypkomposition des Fells in Rac1 E-KO Mäusen und Rac1 Rescue 

Mäusen zeigte neben dem scheinbaren Verlust der Guard-Haare, eine Störung der 

regelmäßigen zackenartigen Struktur der Zigzag-Haare, wobei die normale Struktur in Rac1 

Rescue Mäusen teilweise wiederhergestellt werden konnte. Die abnormen Zigzag-Haare von 

Rac1 E-KO und Rac1 Rescue Mäusen zeigten einen eher wellenförmigen Aufbau, mit 

weniger stark ausgeprägten Krümmungen und Richtungswechseln, was darauf hindeutet, 

dass die für diese Strukturen verantwortlichen Prozesse durch die Deletion von Rac1 

möglicherweise beeinflusst wurden. Die Mechanismen, die an der Strukturbildung der 

Zigzag-Haare, dem Haarschaft-„Bending“, beteiligt sind, wurden in den vergangenen Jahren 

intensiv untersucht und es konnte gezeigt werden, dass die Struktur durch die Expression 

verschiedener Proteine und eine komplexe Interaktion dieser, besonders auch in den 

suprabasalen Schichten, entscheidend beeinflusst wird. Vor allem Proteine des IGF-

Signalwegs und des FGF-Signalwegs determinieren die Struktur der Zigzag-Haare. IGFBP5, 

das in der Haarmedulla exprimiert wird, scheint ein Marker für Zigzag-Haarfollikel zu sein 

und die Strukturbildung dieses Haartyps zu regulieren [Schlake, 2005b]. Die IGFBP5-

Expession in der Medulla wird dabei durch den Transkriptionsfaktor Krox20 kontrolliert 

[Schlake, 2006]. Weitere Studien haben gezeigt, dass auch eine Überexpression von IGF-1 

sowie die Expression eines dominant negativen FGFR2-IIIb zu einer abnormen Struktur der 

Zigzag-Haare führen kann [Petiot et al., 2003; Schlake, 2005a; Weger & Schlake, 2005]. 

Weiterhin unterdrücken von ihnen abhängige Signale die Expression von Krox20 und dessen 

Target IGFBP5 [Schlake, 2006]. Die charakteristischen Orientierungswechsel in den Zigzag-

Haaren werden durch eine asymmetrische Expression von Krox20 und Shh im Haarbulbus 

bestimmt [Hammerschmidt & Schlake, 2007]. Eine suprabasale, transgenvermittelte 

Expression des Wnt-Signalinhibitors Dkk1 unterdrückt die Expression von Krox20 und Shh 

im Haarbulbus und im Haarfollikel [Hammerschmidt & Schlake, 2007] und führt in Dkk1-

transgenen Mäusen zu Veränderungen der Haarstruktur. Auch zahlreiche andere 

Mausmodelle zeigen Veränderungen in der Struktur der Zigzag-Haare und des Haarschaft-
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„Bendings“. So sind epidermale Knockout-Mäuse der Transkriptionsfaktoren Runx1 und 

Runx3 durch eine Störung der „Bend“-Strukturen gekennzeichnet [Raveh et al., 2005; Raveh 

et al., 2006]. Ebenfalls beeinflusst die Expression des c-Myc-bindenden 

Transkriptionsfaktors Miz1 die Ausbildung des Haarschaft-„Bendings“ [Gebhardt et al., 

2007]. Eine Beeinflussung der Expression eines dieser Proteine durch die suprabasale 

Deletion von Rac1 könnte möglicherweise für die wellenförmige Struktur der Zigzag-Haare 

verantwortlich sein. Weiterführende Untersuchungen könnten dazu genutzt werden, zu 

überprüfen, ob diese Signalwege durch den Verlust von Rac1 beeinflusst werden, um 

Aufschluss über eine mögliche Funktion von Rac1 in der Ausbildung der „Bend“-Strukturen 

der Zigzag-Haare zu erhalten.  

 

 

4.3 Regulation	
  der	
  Haarschaftstruktur	
  und	
  Pigmentverteilung	
  im	
  Haarschaft	
  durch	
  Rac1	
  	
  

Wie histologische und mikroskopische Untersuchungen der Haarfollikel und Haare gezeigt 

haben, sind die Haarschäfte von Rac1 Rescue Mäusen durch eine unregelmäßige, 

unstrukturierte Verteilung der Melaningranula in der Medulla gekennzeichnet, wohingegen in 

Kontrollmäusen das Pigment eine regelmäßige apikale Verteilung in den Medullazellen 

aufweist. Die Veränderungen in der Pigmentverteilung im Haarschaft könnten zu dem 

gräulich erscheinenden Fell der Rac1 Rescue Mäuse beigetragen haben. Es ist denkbar, 

dass die gestörte Pigmentverteilung in der Medulla zum einen durch Veränderungen in der 

Haarschaftstruktur und/oder zum anderen durch eine direkte Beeinflussung der 

Pigmentierungsprozesse des Haares ausgelöst wurde.  

 

4.3.1 Die	
  Rolle	
  von	
  Rac1	
  in	
  der	
  Haarschaftstrukturbildung	
  	
  

Während der Bildung des Haarschafts differenzieren die Keratinozyten des Haarfollikels, 

wobei sie ihre Organellen verlieren und Haarkeratinfilamente bilden. Diese werden 

anschließend miteinander verknüpft und sorgen so für die Bildung einer stabilen und 

dennoch flexiblen Haarschaftstruktur. Es wurde gezeigt, dass eine Reihe von 

Transkriptionsfaktoren die Struktur des Haarschafts entscheidend beeinflussen. 

Beispielweise führt ein Verlust der Expression des Transkriptionsfaktors Msx2 zu 

Veränderungen des Haarschafts [Ma et al., 2003]. Weiterhin wurde gezeigt, dass ein Verlust 

von Msx2 Notch1-abhängige Signale reduziert und eine normale Differenzierung der inneren 

Haarwurzelscheide, des Cortex und der Medulla beeinträchtigt [Cai et al., 2009]. Mäuse, in 

denen Notch1 unter Verwendung des Msx2-Promotors deletiert wurde, zeigen eine gestörte 

Organisation der inneren Haarwurzelscheide sowie eine gestörte Verteilung der 

Medullazellen. Diese Veränderungen gehen mit einer reduzierten Expression von Keratin 17 
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in der Medulla einher [Pan et al., 2004], ein Keratin, das im Haarschaft spezifisch in der 

Medulla exprimiert wird [McGowan & Coulombe, 2000] und dessen Deletion mit einer 

erhöhten Fragilität der Haare assoziiert wurde [McGowan et al., 2002].  

 

Die typische leiterartige Struktur des Haarschafts von Mäusen wird durch einen speziellen 

Mechanismus determiniert. Dabei umschließen während der Differenzierung des 

Haarschafts Pseudopodien des Cortex zunächst die Medullazellen ringförmig. Diese 

Strukturen werden anschließend zur Strukturfestigung mit Haarcortexkeratinen aufgefüllt. Im 

weiteren Verlauf gehen die Zellen der Medulla in die Apoptose und hinterlassen schließlich 

die typische leiterähnliche Struktur des Haarschafts [Morioka, 2005; Morioka, 2009]. Die 

ausgebildeten Pseudopodien des Haarcortex werden, wie unsere Untersuchungen gezeigt 

haben, in Semidünnschnitten sowie nach Färbung von polymerisiertem Aktin und 

Cortexkeratinen als zackenartige, in die Medulla reichende Strukturen sichtbar. Im 

Gegensatz zu den Kontrollen sind diese in Rac1 Rescue Mäusen weniger stark ausgeprägt 

und scheinen weniger tief in die Medulla hineinzureichen. Unsere Untersuchungen haben 

außerdem gezeigt, dass in den dunkel pigmentierten C57Bl/6 x C3H/He-Mäusen die 

Verteilung des Haarschaftpigments besonders in den Bereichen unregelmäßig ist, in denen 

die Ausbildung dieser Strukturen gestört zu sein scheint. Daher könnten die gefundenen 

Veränderungen in der Cortex- und Medullastruktur in Rac1 Rescue Mäusen mögliche 

Ursachen für die gestörte Pigmentverteilung im Haarschaft darstellen.  

 

Eine wichtige und gut charakterisierte Funktion von Rac1 in epithelialen Zelltypen ist die 

Regulation der Polymerisation von Aktin zur Bildung neuer Aktinfilamente [Arber et al., 1998; 

Yang et al., 1998]. Rac1 reguliert die Aktin-Polymerisation durch Interaktion mit dem WAVE-

Multiprotein-Komplex [Miki et al., 1998; Suetsugu et al., 2006], der aus WAVE2, dem Rac1-

Bindeprotein Sra-1, Nap1 sowie Abi-1 besteht [Gautreau et al., 2004; Innocenti et al., 2004]. 

Dieser Komplex ist nach Aktivierung durch Rac1 in der Lage, für eine Aktivierung des 

Arp2/3-Komplexes zu sorgen, welcher im Anschluss die Aktin-Polymerisation induziert 

[Steffen et al., 2004; Ten Klooster et al., 2006]. Weiterhin treibt Rac1 die Polymerisation von 

Aktin und die korrekte Ausbildung eines Aktinnetzwerks durch Regulation der Aktivität der 

LIM-Kinasen über den Rac1-Effektor PAK1 voran [Arber et al., 1998; Yang et al., 1998]. Die 

Aktivierung der LIM-Kinasen führt zu einer Inaktivierung von Cofilin, einem Aktin-

depolymerisierenden Faktor, was eine erhöhte Polymerisation von Aktin zur Folge hat 

[Huang et al., 2006]. Die Regulation der Aktin-Polymerisation und die damit verbundene 

Regulation des Aktinzytoskeletts durch Rac1 ist besonders für die Ausbildung von 

Zellprotrusionen, wie von Lamellipodien und so genannten „Ruffles“ [Ridley et al., 1992; 

Nobes & Hall, 1995b; Kaibuchi et al., 1999], von Bedeutung, die vor allem während der 
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Zellbewegung eine Rolle spielen. Wie bereits zuvor erläutert, spielt die Ausbildung von 

Zellprotrusionen auch eine wichtige Rolle in der Ausbildung der typischen leiterartigen 

Struktur des Haarschafts [Morioka, 2005; Morioka, 2009]. Über die Lokalisation und Funktion 

von polymerisiertem Aktin im Haarfollikel ist bisher wenig bekannt. Unsere Untersuchungen 

haben jedoch gezeigt, dass Phalloidin-gefärbtes polymerisiertes Aktin im Bereich des 

Haarcortex lokalisiert ist. Aktin scheint in diesem Bereich regelmäßige Strukturen 

auszubilden, die einen Aufbau aufweisen, der mit dem der AE13-gefärbten Cortexkeratine 

übereinstimmt. Die regelmäßigen Aktinstrukturen weisen in Rac1 Rescue Mäusen im 

Gegensatz zu den Kontrollen im Bereich des Cortex starke Veränderungen auf. So scheint 

die zackenartige Struktur nicht vollständig entwickelt und die cortikalen Protrusionen reichen 

im Gegensatz zu den Kontrolltieren nicht so weit in die Medulla hinein. Möglicherweise 

beeinflusst Rac1 auch die Ausbildung der Protrusionen des Haarcortex durch Regulation der 

Aktinzytoskelett-Organisation und übt dadurch einen Einfluss auf die Strukturbildung des 

Haarschafts und die Pigmentverteilung in der Medulla aus.   
 

Die cortikalen Zellen werden mit den Zellen der Medulla in den Bereichen der cortikalen 

Protrusionen über die Ausbildung von Desmosomen zusammengehalten [Roth & Helwig, 

1964; Morioka, 2005]. Einen weiteren Hinweis für die Lokalisation von Desmosomen in den 

cortikalen Ausläufern liefern Studien von Johns et al., 2005 und Cai et al., 2009, die gezeigt 

haben, dass die Expression des desmosomalen Cadherins Desmocollin 2 (Dsc2) spezifisch 

an den Grenzflächen zwischen Cortex und Medulla sowie auch in geringerem Maße 

zwischen vertikal benachbarten Medullazellen vorhanden ist. Auch meine Untersuchungen 

haben gezeigt, dass in Kontrolltieren Dsc2 spezifisch an den cortikalen Ausläufern, die in die 

Medulla hineinreichen, exprimiert wird. Johns et al., 2005 schließen aus dem 

Expressionsmuster von Dsc2 in der Medulla, dass dessen Interaktion mit einer Desmoglein-

Isoform die Ausbildung der Adhäsionen zwischen Cortex und Medulla sowie zwischen 

benachbarten Medullazellen ermöglicht. Diese Interaktionen scheinen notwendig zu sein, um 

für die Ausbildung einer regelmäßigen Haarschaftstruktur sowie die geordnete Verteilung der 

Medullazellen im Haarschaft zu sorgen. Im Gegensatz zu den Kontrolltieren scheint die 

Expression von Dsc2 im Haarschaft von Rac1 Rescue Mäusen stark reduziert zu sein. Dies 

ist besonders in Bereichen auffällig, in denen die Pigmentverteilung stark gestört ist. Es ist 

daher auch denkbar, dass Rac1 direkt die Expression und/oder die Lokalisation von Dsc2 in 

den Medullazellen reguliert und hierüber die Pigmentverteilung im Haarschaft beeinflusst.  

 

Über die transkriptionelle Regulation desmosomaler Proteine, besonders im Haarfollikel, ist 

bisher wenig bekannt. Jedoch wurde für einige Mitglieder, wie Dsg4 und Dsc2, gezeigt, dass 

deren Expression durch Regulatoren der Haarfollikeldifferenzierung beeinflusst wird. Die 
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Expression von Dsc2 wird zum Beispiel durch die für die Haarfollikeldifferenzierung wichtigen 

Transkriptionsfaktoren Hoxc13 [Potter et al., 2006] und Foxn1 [Johns et al., 2005] reguliert. 

Auch wurde eine Regulation der Expression von Dsc2 durch den Notch-Signalweg 

nachgewiesen. Notch1-defiziente Haarfollikel sind durch eine gestörte Medullastruktur sowie 

einen Verlust der Dsc2-Expression in diesem Bereich gekennzeichnet [Cai et al., 2009]. Die 

Expression von Notch1 wird weiterhin sowohl durch Foxn1 als auch Msx2 reguliert [Cai et 

al., 2009]. Diese besitzen ebenfalls, wie bereits erläutert, einen entscheidenden Einfluss auf 

die Regulation der Differenzierung des Haarschafts. Msx2-Knockout Mäuse sind, wie von Ma 

et al., 2003 beschrieben, durch eine abnorme Struktur der Medulla, aber auch durch 

Veränderungen in der Haaroberfläche und der Haarstruktur gekennzeichnet, wohingegen in 

Mäusen mit einer Mutation in dem Transkriptionsfaktor Foxn1 („Nude“-Mutation) aufgrund 

einer Störung des Keratinisierungsprozesses keine Cuticula der inneren Haarwurzelscheide 

und keine Haare gebildet wurden [Kopf-Maier et al., 1990; Mecklenburg, 2001].    

 

Auch FGFR2-IIIb besitzt einen entscheidenden Einfluss auf die Differenzierung des 

Haarschafts und reguliert dort besonders die Differenzierung der Medulla [Petiot et al., 2003; 

Schlake, 2005a; Grose et al., 2007]. Sowohl eine ektopische Expression eines dominant 

negativen FGFR2-IIIb als auch eine Deletion von FGFR2-IIIb führen zu Veränderungen in 

der Medullastruktur, die von einer gestörten Lokalisation der Medullazellen bis hin zu einem 

reduzierten Durchmesser und einer reduzierten Anzahl der Medullasäulen reichen [Petiot et 

al., 2003; Schlake, 2005a]. Die bisher erläuterten Einflüsse von FGFR2-IIIb und auch 

anderen beschriebenen Proteinen auf die Medullastruktur wurden in nicht-pigmentierenden 

Mausstämmen untersucht, weshalb kein Rückschluss auf eine mögliche Beeinflussung der 

Pigmentverteilung im Haarschaft getroffen werden konnte. Grose et al., 2007 zeigen jedoch 

durch ihre Analysen in dominant negativen FGFR2-IIIb Mutanten, dass in einem 

C57Bl/6/J x 129/Ola gemischten Hintergrund eine abnorme Pigmentverteilung in Zigzag-

Haaren auftritt, die von ihnen aber nicht näher diskutiert worden ist. Die Untersuchungen von 

Schlake, 2005a zeigen außerdem, dass auch eine Hemmung des FGFR2-IIIb zu einer 

Reduktion in der Expression von Dsc2 in der Medulla führt. Zusammen mit den in dieser 

Arbeit dargestellten Daten deuten die in der Literatur verfügbaren Erkenntnisse auf einen 

möglichen Zusammenhang zwischen der Pigmentverteilung und der Dsc2-Expression in der 

Medulla hin. Es ist vorstellbar, dass FGFR2-IIIb und Rac1 die Aktivität eines Signalwegs 

kontrollieren, der Dsc2-Expression reguliert. Eine Beeinflussung der Dsc2-Expression durch 

Rac1 über Regulation der Foxn1-Expression ist jedoch eher unwahrscheinlich, da in den 

Haarfollikeln der Rac1 Rescue Mäuse keine Veränderungen in der Foxn1-Expression 

nachgewiesen werden konnten. Eine Analyse der Expression anderer, zuvor beschriebener 

Regulatoren der Dsc2-Expression könnte Aufschluss darüber geben, ob Rac1 eine 
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spezifische Funktion in der Strukturbildung des Haarschafts durch Regulation der Dsc2-

Expression in der Medulla übernimmt oder ob die Veränderungen in der Haarschaftstruktur 

durch eine gestörte Organisation des Aktinzytoskeletts und die daraus resultierenden 

Veränderungen in den cortikalen Strukturen bedingt sind.  

 

Bei den Veränderungen in der Dsc2-Expression scheint es sich um einen spezifischen Effekt 

auf dieses Adhäsionsprotein zu handeln. Wie Untersuchungen zur Expression verschiedener 

desmosomaler Proteine im Haarfollikel und in der IFE gezeigt haben, konnte mit den hier 

angewandten Methoden keine generelle Beeinflussung der Zell-Zell-Kontakte in Rac1 

Rescue Mäusen beobachtet werden. Auch von Chrostek et al., 2006 wurde bereits 

beschrieben, dass nach epidermaler Deletion von Rac1 keine Veränderungen in der 

Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten auftraten. Weiterführende in vitro-Studien mit primären 

Keratinozyten könnten herangezogen werden, um die de novo-Bildung sowie die 

Funktionalität der gebildeten Desmosomen zu untersuchen. Es kann jedoch nicht 

ausgeschlossen werden, dass die Expression oder Funktionsweise anderer, hier nicht 

untersuchter desmosomaler Komponenten durch die Deletion von Rac1 beeinträchtigt 

wurden und so für die Veränderungen in der Haarfollikelmorphologie verantwortlich sein 

könnten. Knockout-Mausmodelle von zellkontaktassoziierten Proteinen haben bereits 

gezeigt, dass eine Expression und korrekte Lokalisation dieser Proteine essentiell für die 

Haarstrukturbildung und Morphologie sein können. So konnte in Plakophilin3 epidermalen 

Knockout-Mäusen eine veränderte Haaroberflächenstruktur und eine gestörte 

Medullastruktur sowie eine Reduktion des Haardurchmessers nachgewiesen werden 

[Sklyarova et al., 2008]. Auch eine basale Überexpression von Plakoglobin führt zu einer 

Reduktion der Haarlänge, die teilweise auf eine reduzierte Proliferation im Haarfollikel 

zurückzuführen ist [Charpentier et al., 2000]. 

 

Die bisher erhaltenen Ergebnisse könnten für einen Mechanismus sprechen, bei dem die 

Rekrutierung von Dsc2 in den Medullazellen an die Kontaktstellen mit den Cortex-

Ausstülpungen einen späten Schritt in der Haarschaftdifferenzierung darstellt. Eine gestörte 

Ausbildung dieser Cortex-Ausstülpungen in Rac1 Rescue Mäusen könnte die Rekrutierung 

von Dsc2 zu diesen Adhäsionspunkten verhindern, was die beobachtete reduzierte Dsc2-

Präsenz an den Adhäsionspunkten erklären könnte. Danach wären sowohl die gestörte 

Verteilung des Pigments als auch die gräuliche Fellfarbe von Rac1 Rescue Mäusen auf die 

veränderte Cortexstruktur nach Deletion von Rac1 zurückzuführen. Auch eine direkte 

Regulation der Dsc2-Expression oder der Dsc2-Verteilung in den Medullazellen durch Rac1 

wäre denkbar, wodurch die Cortexstrukturbildung beeinflusst werden könnte.  
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4.3.2 Die	
   Rolle	
   von	
   Rac1	
   in	
   den	
   Pigmentierungsprozessen	
   der	
   Haare	
   und	
   in	
   der	
  

Pigmentzelllokalisation	
  

Auch eine direkte Regulation der Pigmentierungsprozesse im Haarbulbus durch Rac1 wäre 

als Auslöser für die gestörte Pigmentverteilung im Haarschaft von Rac1 Rescue Mäusen 

denkbar. Ein Verlust einer bestimmten Melanozytenpopulation oder eine Reduktion der 

Melanogeneseaktivität im Haarbulbus können als Grund für eine Beeinflussung der 

Pigmentverteilung ausgeschlossen werden, da in einer immunhistologischen Analyse der 

Melanozytenpopulationen und der Melanogeneseaktivität im Haarbulbus keine 

Veränderungen nachgewiesen werden konnten.   

 

Die Pigmentierung des Haarschafts wird durch die Pigmentaufnahme der 

Haarmatrixkeratinozyten bestimmt, die in weiterer Differenzierung des Haarschafts die Zellen 

der Medulla bilden [Slominski et al., 2005]. Eine gestörte Pigmentaufnahme im Haarbulbus 

könnte daher zu einer Veränderung der Haarschaftpigmentierung führen. Wie eine Analyse 

der Pigmentverteilung im Haarbulbus in Semidünnschnitten in Rac1 Rescue Mäusen 

ergeben hat, zeigen die Haarbulbi dieser Tiere eine gestörte subzelluläre Verteilung und eine 

abnorme extrazelluläre Lokalisation des Pigments. In vitro-Untersuchungen zur 

Pigmentaufnahme von humanen Keratinozyten haben gezeigt, dass diese durch eine KGF-

abhängige Rac1/Cdc42-Aktivierung reguliert wird. Die Zugabe von KGF ins Kulturmedium 

der Keratinozyten führte zu einer erhöhten Phagozytose von fluoreszierenden Latexpartikeln 

mit einer Melanosomen-ähnlichen Größe, welche durch Hemmung der Rac1/Cdc42-

abhängigen Phagozytose über die Inhibierung der Src-Tyrosinkinasefamilie drastisch 

reduziert wurde [Cardinali et al., 2005]. Ihre Daten weisen auf eine Regulation der 

Pigmentaufnahme durch Rac1 hin. Ein Verlust der Rac1-Aktivität in den Zellen der 

Haarmatrix kann demnach als eine mögliche Erklärung für die abnorme Pigmentverteilung 

und die extrazelluläre Lokalisation von Pigment in der Haarmatrix herangezogen werden. 

Experimente, die die Pigmentaufnahme in vitro nachahmen, könnten Aufschluss darüber 

geben, ob ein Verlust der Rac1-Expression zu einer reduzierten Pigmentaufnahme und zu 

vermehrt extrazellulär lokalisiertem Pigment oder einer gestörten subzellulären Verteilung 

des Pigments führt. Da Keratinozyten, isoliert aus Rac1 E-KO Mäusen, nicht kultiviert 

werden konnten, war ich nicht in der Lage, eine derartige Analyse in Rac1 E-KO 

Keratinozyten durchzuführen.  

 

Die beobachtete Ansammlung von Melanozyten und Melanozytenvorläuferzellen in der IFE 

von Rac1 E-KO Mäusen stellt möglicherweise zum Teil eine indirekte Folge des Verlusts der 

Rac1-Expression dar, die sekundär durch den Untergang des nicht-permanenten Teils des 

Haarfollikels ausgelöst wurde. Die Anzahl der epidermalen Melanozyten nimmt dabei mit 
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fortschreitender Zerstörung der Haarfollikel in Rac1 E-KO Mäusen zu. In Rac1 Rescue 

Mäusen, in denen keine Zerstörung der Haarfollikel nachgewiesen werden konnte, konnte 

die Anzahl epidermaler Melanozyten zum Teil reduziert werden, was auf einen möglichen 

Zusammenhang der epidermalen Lokalisation der Melanozyten mit der Zerstörung der 

Haarfollikel hindeuten könnte. Jedoch würde diese Hypothese nicht erklären, warum auch in 

Rac1 Rescue Mäusen ein nicht unwesentlicher Anteil an Melanozyten in der Epidermis 

nachgewiesen werden konnte. Eine mögliche Ursache hierfür könnte in der 

Melanozytenstammzellnische zu finden sein. Die Zellidentität von Melanozytenstammzellen 

wird, wie bei allen Stammzellen, maßgeblich durch das sie umgebende Milieu, die 

Stammzellnische, [Tumbar et al., 2004; Osawa et al., 2005] beeinflusst. Melanozyten-

stammzellen sind im unteren permanenten Bereich des Haarfollikels in der Nähe der Bulge-

Region lokalisiert [Nishimura et al., 2002; Osawa et al., 2005]. Da jedoch in Rac1 Rescue 

Mäusen die Bulge-Stammzellregion nach basaler Expression von L61Rac1 nicht vollständig 

wiederhergestellt werden konnte, ist es denkbar, dass die spezifische Nische der 

Melanozytenstammzellen durch die suprabasale Deletion von Rac1 beeinträchtigt wurde 

bzw. nicht vorhanden ist, so dass Melanozytenvorläuferzellen ihre Nische verlassen und in 

die Epidermis einwandern, um dort reife, Tyrosinase-aktive Melanozyten zu bilden. 

Nishimura et al., 2002 haben gezeigt, dass Melanozytenstammzellen das Vermögen 

besitzen, ihre natürliche Nische zu verlassen, um in andere vakante Nischen, wie die IFE, 

einzuwandern. Denkbar wäre auch, dass ein bestimmter Faktor, der für die Rekrutierung der 

Melanozyten in die Haarbulbi verantwortlich ist und durch Rac1 reguliert wird, in Rac1 E-KO 

und Rac1 Rescue Mäusen nicht mehr in seiner ursprünglichen Form exprimiert wird. Es 

wurde beispielsweise gezeigt, dass eine Expression von Foxn1 unter der Kontrolle eines 

Keratin 5-Promotors zu einer Rekrutierung von Melanozyten in die Epidermis und einer 

Pigmentierung der Haut führt. Sie schließen daraus, dass die Expression von Foxn1, die 

unter physiologischen Bedingungen nur in den pigmenterhaltenden Keratinozyten der 

Haarmatrix zu finden ist, die Pigmentierungsprozesse im Haarschaft und die Lokalisation von 

Melanozyten entscheidend beeinflusst [Weiner et al., 2007]. Ein Einfluss von Rac1 auf die 

Expression von Foxn1 ist jedoch eher unwahrscheinlich, da in den Haarfollikeln von Rac1 

Rescue Mäusen keine Veränderungen in der Foxn1 Expression festgestellt werden konnten. 

Weiterhin wurde gezeigt, dass Melanozytenvorläuferzellen nach Expression von SCF unter 

der Kontrolle eines Keratin 14-Promotors aus dem Haarfollikel in die Epidermis einwandern 

[Kunisada et al., 1998; Nishimura et al., 2002]. Auch andere Studien haben belegt, dass eine 

Expression von SCF durch Keratinozyten für die Rekrutierung der Melanoblasten in die 

Haarfollikel verantwortlich ist [Jordan & Jackson, 2000; Peters et al., 2002]. Eine Regulation 

von SCF durch Rac1 könnte möglicherweise dazu geführt haben, dass nicht alle 

Melanoblasten in die sich entwickelnden Haarfollikel einwandern, sondern einige in der 
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Epidermis verbleiben und so zu einer erhöhten Anzahl an Melanozyten in der IFE von Rac1 

E-KO und Rac1 Rescue Mäusen beigetragen haben. 

 

Zusammengefasst weisen die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten erstmalig auf 

spezifische Funktionen von Rac1 in den suprabasalen Schichten des Haarfollikels in der 

Strukturbildung und der Pigmentierung des Haarschafts hin. Eine solche Funktion von Rac1 

wurde bisher nicht in der Literatur beschrieben, weil in den bisher verfügbaren 

Mausmodellen aufgrund der kompletten Deletion von Rac1 in allen Epidermis- und 

Haarfollikelschichten und dem daraus resultierenden graduellen Abbau der Haarfollikel eine 

genaue strukturelle Analyse der Haarfollikelmorphologie nicht möglich war. Das von uns 

etablierte und hier vorgestellte Modell der Rac1 Rescue Mäuse ermöglichte durch die 

partielle Wiederherstellung der äußeren Haarfollikelmorphologie eine genaue Analyse der 

strukturellen Veränderungen im Haarschaft und der Haarpigmentierung und bietet zukünftig 

die Möglichkeit, weitere neuartige suprabasale Funktionen von Rac1 in der Epidermis und 

dem Haarfollikel zu untersuchen. 

 

 

4.4 Die	
  Rolle	
  von	
  Rac1	
  in	
  der	
  Erhaltung	
  der	
  Haarfollikel	
  	
  

Wie von Chrostek et al., 2006 charakterisiert, resultiert eine epidermale Deletion von Rac1 in 

einer Degradierung des unteren, nicht-permanenten Teils des Haarfollikels. Die Zerstörung 

des nicht-permanenten Teils des Haarfollikels ist, wie von ihnen dargestellt, von einem 

Abbau durch Immunzellen, genauer gesagt durch Makrophagen, abhängig. Wie unsere 

Untersuchungen gezeigt haben, akkumulieren phagozytierende F4/80-positive Makrophagen 

in einem fortgeschrittenen Stadium um die zerstörten Haarfollikelüberreste. Neben 

Makrophagen waren aber auch MHCII-exprimierende dendritische Zellen an den zugrunde 

gehenden Haarfollikeln in Rac1 E-KO Mäusen lokalisiert. Eine solche Akkumulation der 

Immunzellen konnte an vereinzelten Haarfollikeln in Rac1 E-KO Mäusen bereits an Tag 1 

p.p. nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu Rac1 E-KO Mäusen wurde die Akkumulation 

von Immunzellen nicht in Rac1 Rescue Mäusen beobachtet. Die basale Rekonstitution der 

Rac1-Aktivität verhindert also diese Immunreaktion gegen Haarfollikelbestandteile.  

 

Es stellt sich die Frage, wie der Verlust von Rac1 in den Zellen des Keratin 14-positiven 

Kompartiments zu einer Aktivierung von Immunmechanismen und einem Abbau von Anteilen 

des Haarfollikels führen kann. Es ist bekannt, dass während des Längenwachstums des 

Haarfollikels Schutzmechanismen aktiviert werden, die einen Angriff auf den in die Dermis 

einwachsenden Haarfollikel durch Immunzellen verhindern. Diese Mechanismen umfassen, 

wie bereits beschrieben, zum einen die Expression bestimmter Proteine in Keratinozyten der 
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äußeren Haarwurzelscheide, wie CD200 [Rosenblum et al., 2004], oder zum anderen auch 

die Freisetzung bestimmter immunsuppressiver Botenstoffe, wie beispielsweise TGF-ß1 

[Welker et al., 1997]. Die Anwesenheit solcher Proteine und Botenstoffe zum Schutz des 

Haarfollikels wird in der Literatur mit dem Begriff „Immunprivileg des Haarfollikels“ 

beschrieben und stellt einen wirkungsvollen Schutz gegenüber einem Abbau des 

Haarfollikels durch Immunzellen dar.  

 

Eichmüller et al., 1998 haben beschrieben, dass ein Haarfollikel, der irreversible 

Veränderungen aufweist, aus dem Haarzyklus austreten kann und zugrunde geht. Dieser 

Vorgang geht mit dem Verlust des Immunprivilegs einher und wird mit dem Begriff 

„programmed organ deletion“ beschrieben. Der Haarfollikel wird dabei durch einen Angriff 

inflammatorischer Zellen im Bereich der äußeren Haarwurzelscheide und der Bulge-Region 

abgebaut und ist durch eine erhöhte Zahl apoptotischer TUNEL-positiver Zellen im Bereich 

der äußeren Haarwurzelscheide sowie durch eine Reduktion der Basalmembran in diesem 

Bereich gekennzeichnet. Im Gegensatz dazu sind während einer normalen Entwicklung und 

Differenzierung der Haarfollikel apoptotische Zellen lediglich im Bereich der inneren 

Haarwurzelscheide zu finden [Lindner et al., 1997; Magerl et al., 2001].  

 

Untersuchungen mittels Immunhistologie zur Expression von CD200 in Haarfollikeln von 

Rac1 E-KO Mäusen zeigten keine Reduktion in der Expression dieses Proteins in der 

äußeren Haarwurzelscheide, was nicht auf eine Beeinträchtigung des Immunprivilegs des 

Haarfollikels in Rac1 E-KO Mäusen hinweist. Es scheint wahrscheinlicher, dass apoptotische 

Prozesse den Abbau der Haarfollikel induziert haben. In Rac1 E-KO Mäusen scheint das 

durch CD200 vermittelte Immunprivileg des Haarfollikels also nicht beeinträchtigt zu sein, 

wobei andere Mechanismen, beispielsweise TGF-β-abhängige, hier nicht untersucht wurden.  

Hingegen beobachtete ich im Rahmen meiner Untersuchungen, dass es in Rac1 E-KO 

Haarfollikeln sehr häufig und bereits in den ersten Tagen nach der Geburt zu einer Apoptose 

der Keratinozyten der äußeren Haarwurzelscheide, dem Keratin 14-positiven Kompartiment 

des Haarfollikels, kam. Diese Apoptose ließ sich auch in der äußeren Haarwurzelscheide 

von Haarfollikeln nachweisen, die noch kein deutliches perifollikuläres Immunzellinfiltrat 

aufwiesen. Daraus ergab sich die Frage, ob die Apoptose der Keratinozyten der äußeren 

Haarwurzelscheide die Ursache oder die Folge der perifollikulären Ansammlung von 

Immunzellen ist. 

 

Eine Analyse apoptotischer Zellen in Rac1 E-KO Mäusen an Tag 1 p.p. zeigte eine abnorme 

Lokalisation TUNEL-positiver Zellen an vereinzelten Haarfollikeln im Bereich des 

Haarbulbus, was primär pathologische Veränderungen im Bereich des Haarbulbus vermuten 
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lässt. Die Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den in Chrostek et al., 2006 beschriebenen 

Daten, die keine apoptotischen Zellen an den Haarfollikeln von Rac1 E-KO Mäusen an Tag 

14 p.p. nachweisen konnten. Daraus schließen sie, dass Apoptose kein Grund für die 

Rekrutierung der Immunzellen sein kann. Ein mögliche Ursache für diese Diskrepanz könnte 

in der Verwendung eines anderen Promotors oder in dem Zeitpunkt, der zum Nachweis 

apoptotischer Zellen verwendet wurde, liegen. Chrostek et al., 2006 untersuchten 

apoptotische Zellen an Tag 14 p.p., an dem in ihrem (und unserem) Modell die Zerstörung 

der Haarfollikel bereits sehr weit fortgeschritten war und so die Ergebnisse beeinflusst haben 

könnte. Wenn es um die Frage der initialen Schritte geht, die zum Untergang der Haarfollikel 

führten, ist jedoch die Analyse TUNEL-positiver Zellen vor der Zerstörung der Haarfollikel, 

also zu einem frühen Zeitpunkt, aufschlussreicher. Die von uns durchgeführten 

Untersuchungen TUNEL-positiver Zellen an Tag 10 p.p. sowie an weiteren früheren 

Zeitpunkten (Tag 2, 4 und 5) und die TEM-Analyse der Haarfollikel demonstrieren eindeutig 

eine erhöhte Apoptoserate der Haarfollikelkeratinozyten in Rac1 E-KO Mäusen, vornehmlich 

im Bereich der äußeren Haarwurzelscheide. In den Bereichen, in denen die apoptotischen 

Zellen an den degradierten Haarfollikeln zu finden sind, sind auch die um den Haarfollikel 

akkumulierenden Immunzellen lokalisiert. Es ist bekannt, dass phagozytierende Zellen durch 

apoptotische Zellen mittels Chemotaxis angelockt werden [Lauber et al., 2004]. Andererseits 

ist durch den Verlust von Keratinozyten der äußeren Haarwurzelscheide auch kein intaktes 

Immunprivileg des Haarfollikels mehr vorhanden. Es ist daher möglich, dass die Apoptose 

der Haarfollikelkeratinozyten den initialen Grund für die Haarfollikeldegradierung darstellt. 

Die Rekrutierung der Immunzellen wäre damit ein sekundärer Effekt, der für den Abbau der 

apoptotischen Zellen und des nicht-permanenten Teils des Haarfollikels verantwortlich ist.  

 

 

4.5 Regulation	
  der	
  UVB-­‐induzierten	
  Apoptose	
  durch	
  Rac1	
  	
  

Wenn Keratinozyten der äußeren Haarwurzelscheide eine höhere Wahrscheinlichkeit des 

apoptotischen Untergangs haben, dann sollte diese bei Exposition gegenüber pro-

apoptotischen Stimuli nachweisbar sein. Um der Frage nachzugehen, ob Rac1 spezifisch die 

Apoptosewahrscheinlichkeit der Keratinozyten der äußeren Haarwurzelscheide beeinflussen 

kann und ob Rac1 eine generelle Rolle in der Induktion apoptotischer Prozesse in 

Keratinozyten zukommt, wurden UVB-Bestrahlungsexperimente an Mäusen, in denen Rac1 

im Epithel deletiert bzw. inhibiert wurde, durchgeführt. Diese zeigten eine erhöhte 

Empfindlichkeit der Rac1-defizienten Keratinozyten gegenüber der UVB-vermittelten 

Induktion der Apoptose in vivo. So konnte 12 h p.irr. in der Epidermis von Rac1 E-KO 

Mäusen eine erhöhte Anzahl an apoptotischen Keratinozyten sowohl histologisch (SBZ) als 

auch immunhistologisch durch TUNEL- und aktive Caspase 3-Färbung nachgewiesen 
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werden. In vitro Experimente weisen darauf hin, dass die erhöhte Apoptose nach Rac1-

Deletion oder Inhibierung auf einen Rac1-abhängigen zellintrinsischen Defekt der 

Keratinozyten zurückzuführen ist. 

 

Die erhöhte Anzahl an aktive Caspase 3-positiven Zellen in der Epidermis zeigt eindeutig 

eine erhöhte Induktion apoptotischer Prozesse. Jedoch kann hierdurch nicht auf einen 

bestimmten Mechanismus geschlossen werden, durch den Rac1 die Apoptose der 

epidermalen Keratinozyten reguliert, da alle UVB-abhängigen Wege zur Induktion der 

Apoptose in einer Aktivierung von Caspase 3 münden. Die UVB-induzierte Apoptose in 

Keratinozyten kann zum einen durch eine direkte Schädigung der DNA eingeleitet werden, 

die bei Nicht-Reparatur die Expression pro-apoptotischer Bcl-2-Proteinfamilienmitglieder 

induzieren kann und so die Apoptose über den mitochondrialen Weg einleitet. Zum anderen 

kann die exzessive Bildung von ROS durch photochemische Reaktionen in der Zelle oder 

Aktivierung von Wachstumsfaktor-Rezeptoren zur Einleitung des intrinsischen Signalwegs 

führen. Beide Wege resultieren in der Aktivierung der Initiator-Caspase 9, die Caspase 3 

spaltet. Der intrinsische Signalweg kann zum einen durch anti-apoptotische Mitglieder der 

Bcl-2-Proteinfamilie wie Bcl-2 oder Bcl-XL [Hockenbery et al., 1990] oder zum anderen durch 

Apoptose-inhibitorische Proteine (IAP) [Deveraux et al., 1997] blockiert werden.  

 

Demnach wäre also denkbar, dass ein Verlust von Rac1 eine erhöhte DNA-Schädigung oder 

unzureichende DNA-Reparatur nach sich zieht. Diese könnte anschließend zu der erhöhten 

Apoptose in den epidermalen Keratinozyten geführt haben. Jedoch wurde bisher in der 

Literatur keine Funktion von Rac1 in der DNA-Schadensinduktion oder der DNA-Reparatur 

belegt. Eine Analyse der Induktion UVB-assoziierter DNA-Schäden, wie Cyclobutan-

Pyrimidin-Dimere (CDP), und deren Reparaturkinetik könnte Hinweise liefern, ob Rac1 eine 

Rolle in der UVB-vermittelten Schadensinduktion und -reparatur besitzt.   

 

Rac1 könnte jedoch auch durch Regulation anti-apoptotischer Proteine wie Bcl-2 oder 

inhibitorischer Proteine wie XIAP die Induktion der Apoptose beeinflusst haben. Dabei 

könnte eine, vom Verlust von Rac1 abhängige Reduktion der Expression dieser Proteine zu 

einer erhöhten Empfindlichkeit der Zellen gegenüber apoptotischen Reizen führen. In 

Brustkrebszelllinien wurde bereits gezeigt, dass eine Inhibierung von Rac1 die Expression 

von anti-apoptotischen Proteinen der IAP-Familie, wie XIAP und Survivin, über einen NFκB-

abhängigen Mechanismus reduziert, wodurch vermehrt Apoptose induziert wird [Yoshida et 

al., 2010]. Weiterhin wäre aber auch denkbar, dass Rac1 einen Einfluss auf die pro-

apoptotischen Mitglieder der Bcl-Proteinfamilie, wie Bad oder Bax, ausübt. In humanen 

Lymphomazellen wurde beispielsweise gezeigt, dass eine Aktivierung von Rac1 die 



Diskussion	
  

116	
  

Phosphorylierung von Bad an Ser75 (analog zu Maus Ser112) positiv reguliert, wodurch die 

apoptotische Aktivität von Bad inhibiert wird [Zhang et al., 2004]. Dieser Mechanismus 

scheint über PAK-Effektorkinasen abzulaufen. So wurde gezeigt, dass eine Aktivierung von 

PAK zu einer verstärkten Phosphorylierung von Bad an Ser112 führt [Schürmann et al., 

2000]. Eine reduzierte Aktivität von Rac1 könnte somit theoretisch zu einer reduzierten Bad-

Phosphorylierung und einer erhöhten apoptotischen Aktivität von Bad führen. Weiterhin ist 

die Einleitung der Apoptose mit einer Translokation von Bax in die Mitochondrien verbunden, 

was die Ausschüttung von Cytochrom C aus den Mitochondrien induziert. Eine 

Untersuchung der Bax-Translokation in die Mitochondrien könnte daher zunächst Aufschluss 

darüber geben, ob Rac1 die Induktion der Apoptose in Keratinoyzten nach UVB-Bestrahlung 

über den intrinsischen Signalweg reguliert oder ob ein anderer Mechanismus in Frage 

kommt.  

Eine Bax-Translokation in die Mitochondrien würde jedoch noch keinen Hinweis darüber 

liefern, ob Rac1 den intrinsischen Signalweg über einen Mechanismus, der eine direkte 

DNA-Schädigung oder -Reparatur reguliert oder ob Rac1 über die Bildung von ROS an der 

Apoptose-Induktion beteiligt ist. Die Bildung von ROS wird in Keratinozyten nach UVB-

Bestrahlung durch Nox1 reguliert [Wang & Kochevar, 2005]. Die Aktivität von Nox1 

wiederum wird durch Rac1 durch Interaktion an der Zellmembran direkt reguliert [Lee et al., 

2006; Miyano et al., 2006]. In epithelialen Zellen führt jedoch lediglich eine Aktivierung von 

Rac1 zu einer erhöhten Nox1-Aktivität und einer davon abhängigen Erhöhung der ROS-

Produktion [Cheng et al., 2006; Miyano et al., 2006]. In HEK-Zellen wurde gezeigt, dass ein 

Serumentzug zu einem erhöhten Zelltod führt. Dieser ist auf eine erhöhte Rac1-abhängige 

Bildung von ROS durch Nox1 zurückzuführen [Lee et al., 2006]. Eine Hemmung der Rac1-

Aktivität führt in diesen Zellen zu einer Reduktion des ROS-vermittelten Zelltods. Daher ist es 

eher unwahrscheinlich, dass eine Deletion von Rac1 oder Hemmung der Rac1-Aktivität über 

einen ROS-abhängigen Mechanismus die Apoptose der epidermalen Keratinozyten nach 

UVB-Bestrahlung ausgelöst hat. Im Gegensatz hierzu wurde jedoch durch Studien in Rac1-

defizienten MEF-Zellen gezeigt, dass sowohl eine Aktivierung als auch eine Deletion von 

Rac1 zu einer erhöhten Bildung von ROS führen kann [Debidda et al., 2006]. Eine Analyse 

der ROS-Produktion in Rac1 E-KO oder N17Rac1 transgenen Keratinozyten könnte dazu 

genutzt werden, um aufzuklären, ob nach UVB-Bestrahlung auch eine Inhibierung der Rac1-

Aktivität zu einer erhöhten Bildung von ROS führt. 

 

Eine Deletion des Rac1-Aktivators Tiam1 in Mauskeratinozyten führt nach Wachstumsfaktor-

entzug zu einem erhöhten Zelltod. Tiam1-defiziente Keratinozyten zeigen jedoch eine 

Reduktion der intrazellulären ROS. Das verstärkte Absterben dieser Zellen wurde hierbei auf 

eine Reduktion der ERK-Phosphorylierung, die als Überlebenssignal der Zellen fungiert, 
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zurückgeführt [Rygiel et al., 2008]. Untersuchungen in Endothelzellen haben Ähnliches 

gezeigt. Eine Inhibierung der Rac1-Aktivität durch Expression von N17Rac1 führte in diesen 

Zellen ebenfalls zu einer reduzierten ROS-Produktion und einem erhöhten Zelltod. Dieser ist 

auf eine Aktivierung des EGFR und ERK sowie eine erhöhte Expression des pro-

apoptotischen Proteins Bim zurückzuführen [Giannoni et al., 2008]. Diese Form des Zelltods 

wird jedoch mit dem Begriff Anoikis beschrieben, bei dem es sich um eine von der Zell-

Matrix-Adhäsion abhängige Form des Zelltods handelt. Ob diese Art des Zelltods bzw. eine 

reduzierte Zell-Matrix-Adhäsion auch einen Einfluss auf die UVB-abhängige Induktion der 

Apoptose besitzt, wurde bisher nicht untersucht. Jedoch wurde bereits gezeigt, dass auch 

UVB-Strahlung in der Lage ist, eine EGFR-abhängige Aktivierung von ERK und p38 in 

HaCaT-Zellen zu induzieren [Xu et al., 2006]. Eine Untersuchung der ERK-Aktivierung nach 

UVB-Bestrahlung in Rac1 E-KO Mäusen in vivo und N17Rac1 transgenen Zellen in vitro 

könnte Aufschluss darüber geben, ob eine reduzierte Aktivierung von ERK als 

Überlebenssignal in Rac1 E-KO Mäusen auch zur Induktion der Apoptose nach UVB-

Bestrahlung beigetragen haben könnte.      

 

Die Induktion der Apoptose in Keratinozyten nach UVB-Strahlung kann zusätzlich auch über 

den extrinsischen Signalweg durch eine Aktivierung von Todesrezeptoren eingeleitet 

werden. Todesrezeptoren gehören zur TNF-Rezeptor-Superfamilie und umfassen TNFR1, 

TRAIL-Rezeptoren sowie Fas [Leverkus et al., 1997; Kibitel et al., 1998; Qin et al., 2004]. Im 

extrinsischen Signalweg wird im Gegensatz zum intrinsischen Weg Caspase 3 durch 

Spaltung durch die Initiator-Caspase 8 aktiviert. Es wurde gezeigt, dass die Expression eines 

dominant negativen N17Rac1-Konstrukts in murinen Fibroblasten zu einer erhöhten 

Expression des Fas-Rezeptors an der Zelloberfläche führt [Ivanov et al., 2002]. Es wird 

angenommen, dass der Fas-Rezeptor nach UVB-Bestrahlung Caspase 8 auch über einen 

Liganden-unabhängigen Mechanismus aktivieren kann [Aragane et al., 1998], wobei jüngere 

Arbeiten unserer Arbeitsgruppe jedoch gezeigt haben, dass Fas für die UV-induzierte 

Apoptose von Keratinozyten nicht erforderlich ist [Hedrych-Ozimina et al., 2010]  Eine 

Analyse der UVB-abhängigen Aktivierung von Caspase 8 und Caspase 9 in N17Rac1 

transgenen Keratinozyten in vitro oder in Rac1 E-KO bzw. N17Rac1 transgenen Mäusen in 

vivo könnte dazu genutzt werden, um zu klären, ob Rac1 an der Induktion der Apoptose eher 

über den extrinsischen oder intrinsischen Signalweg beteiligt ist. 

 

Die Regulation von Apoptose durch Rac1 in Keratinozyten hat möglicherweise eine 

Relevanz für bestimmte Hauterkrankungen des Menschen. Einerseits kann eine mögliche 

Rolle von Rac1 bei der Entscheidung über Untergang oder Vermehrung UV-geschädigter 

Keratinozyten in der Entwicklung von Plattenepithelkarzinomen und deren Vorstufen auf 
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sonnengeschädigter Haut angenommen werden. Andererseits hat die verminderte Aktivität 

von Rac1 in epidermalen Keratinozyten bei dem seltenen Kindler-Syndrom eventuell direkte 

Auswirkungen auf die Sonnenempfindlichkeit der Haut. Das Kindler-Syndrom ist durch eine 

Mutation im Gen für das Integrin-bindende Adapterprotein Kindlin1 gekennzeichnet und geht 

mit erhöhter Verletzlichkeit der Haut einher. Kürzlich konnte gezeigt werden, dass der aus 

der Mutation resultierende Funktionsverlust von Kindlin1 in einer Hemmung der Rac1-

Aktivität in den Keratinozyten resultiert [Has et al., 2009]. Nach unseren Daten sollte eine 

Verminderung der Rac1-Aktivität zu einer vermehrten Apoptose in der Epidermis führen. In 

der Tat ist bekannt, dass Patienten mit Kindler-Syndrom an einer erhöhten 

Lichtempfindlichkeit der Haut leiden [Lai-Cheong et al., 2009; Lai-Cheong & McGrath, 2010]. 

Wir haben deshalb begonnen, die UV-induzierte Apoptose in humanen Kindler-Keratinozyten 

zu untersuchen. Dazu haben wir die Rate apoptotischer Kindler-Keratinozyten mit der von 

humanen Kontroll-Keratinozyten nach UVB-Bestrahlung verglichen. Die ersten Ergebnisse 

dieser Experimente zeigen unter diesen Bedingungen tatsächlich eine vermehrte Apoptose 

in Kindler-Keratinozyten. Demnach lässt sich die erhöhte Lichtempfindlichkeit von Patienten 

mit Kindler-Syndrom durch die reduzierte Rac1-Aktivität der epidermalen Keratinozyten 

erklären. Weitere Experimente zur Untersuchung der Rolle von Rac1 in der Regulation der 

UV-induzierten Apoptose sind in Arbeit. 

    

 

4.6 Ausblick	
  

Die Analysen zur Funktion von Rac1 in der Haarmorphologie und Haarfollikelintegrität 

weisen darauf hin, dass in Rac1 E-KO Mäusen vermutlich eine Induktion apoptotischer 

Prozesse in den Keratinozyten der äußeren Haarwurzelscheide der Auslöser für die 

fortschreitende Haarfollikeldegradierung ist. In UVB-Bestrahlungsexperimenten von Rac1 E-

KO Mäusen konnte eine höhere Empfindlichkeit der Rac1-defizienten Keratinozyten 

gegenüber der Induktion der Apoptose festgestellt werden. So zeigten sie im Vergleich zu 

den Kontrollen 12 h nach Bestrahlung deutlich eine erhöhte Anzahl apoptotischer Zellen in 

der Basalzellschicht der Epidermis. Weiterführende Untersuchungen sollen klären, über 

welchen Mechanismus oder Signalweg Rac1 die Induktion apoptotischer Prozesse in der 

Epidermis reguliert.  

 

Wang et al., 2010 haben gezeigt, dass die Papillombildung im DMBA/TPA-Tumormodell in 

K5-Cre Rac1 E-KO Mäusen reduziert ist. Auch Tiere, die für den Rac1-Aktivator Tiam1 

defizient sind, zeigen eine höhere Resistenz gegenüber DMBA/TPA-induzierten Tumoren 

der Haut [Malliri et al., 2002]. Beide haben festgestellt, dass die verminderte Tumorbildung 

auf eine reduzierte Proliferation der Rac1-defizienten Keratinozyten zurückzuführen ist. 
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Zusätzlich haben sie gezeigt, dass in Tiam1 E-KO Mäusen die reduzierte Tumorbildung auf 

eine erhöhte Apoptose der basalen Keratinozyten während der DMBA-vermittelten Initiation 

zurückzuführen ist, wohingegen die verringerte Proliferation die TPA-vermittelte 

Tumorprogression beeinflusst [Malliri et al., 2002]. In transgenen Mäusen, die basal 

dominant negatives Rac1 exprimieren, konnte in Untersuchungen in einem transgenen 

Tumormodell unserer Arbeitsgruppe eine reduzierte Bildung von pathologischen, tumorösen 

Hautveränderungen beobachtet werden [Tscharntke, 2006]. In diesem Modell wird die 

gesamte frühe Region des Humanen Papillomvirus 8 (HPV8) als Transgen in der Epidermis 

exprimiert, was zur spontanen und UVB-induzierten Tumorentstehung führt [Schaper et al., 

2005]. Diese Erkenntnisse, zusammen mit der erhöhten Apoptosewahrscheinlichkeit UVB-

vermittelter Apoptose nach Rac1-Deletion oder Hemmung der Rac1-Aktivität, legen nahe, 

dass Rac1 und Rac1-abhängige Signalwege eine wichtige Rolle sowohl in der 

Tumorinitiation als auch in der Tumorprogression zukommt. In weiterführenden 

Untersuchungen wäre es interessant zu analysieren, ob eine Regulation der Apoptose durch 

Rac1 auch einen Einfluss auf die Tumorentstehung in dem von uns verwendeten HPV8-

Tumormodell besitzt. Untersuchungen zur Rolle von Rac1 in der Tumorentstehung der Haut 

sollen deshalb den Gegenstand eines weiterführenden Forschungsprojekts bilden.      
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%   Prozent 

 °C   Grad Celsius 

α-MSH   Melanozyten-stimulierendes Hormon alpha 

Abb.   Abbildung 

Abi-1   „Abl interactor“ 1 

ACTH   Adrenokortikotropes Hormon 

ADS   „Antibody Diluent Solution“ (Dako, Hamburg) 

Akt   Proteinkinase B 

aPKC   atypische Proteinkinase C 

Arf   ADP-Ribosylierungsfaktor 

Arp2/3   „actin-related proteins“ 2/3 

AS   Aminosäure 

Bad   “Bcl2-associated agonist of cell death“ 

Bak   „Bcl-2 antagonist/ killer“ 

Bax   Bcl-2 assoziiertes X Protein 

BCA   Bicinchoninsäure 

Bcl-2   „B-cell lymphoma“ 2 

Bcl-xL   „B-cell lymphoma“ xL („extra large“) 

BMPR1A  „bone morphogenic protein receptor 1A“ 

bp   Basenpaar 

BrdU   5-Bromo-2-desoxyuridin    

BSA   Rinderserumalbumin 

c-Myc   c-Myelocytomatosis Onkogen 

ca.   circa 

Caspase   Cystein-abhängige Aspartat-spezifische Protease 

CD200   „Cluster of Differentiation“ 200 

Cdc42   „cell division control“ Protein 42 

CDP   „CCAAT displacement“ Protein 

CPD   Cyclobutan-Pyrimidin-Dimer 

Cre   Cause Rekombinase aus dem Bakteriophagen P1 

CRIB   Cdc42-/Rac1-interaktives Bindemotiv 

DAPI   4,6-Diamidino-2-phenylindol 

ddH2O   zweifach destilliertes Wasser 

Dkk1   Dickkopf-verwandtes Protein 1 

DMBA   7,12-Dimethylbenz[a]anthracen 

DMEM   „Dulbeccos Modified Eagle Medium“ 

DMSO   Dimethylsulfoxid 
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DNA   Desoxyribonukleinsäure 

dNTP   Desoxyribonukleotidtriphosphat 

Dsc   Desmocollin 

Dsg   Desmoglein 

E-KO   epidermaler Knockout 

ECL   „enhanced chemiluminescence“ 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

EGF/EGFR  „Epidermal Growth Factor“/„Epidermal Growth Factor“-Rezeptor 

ERK   „extracellular-signal regulated kinase“ 

FCS   fötales Kälberserum 

Fgf2   „Fibroblast Growth Factor“ 

FGFR2-IIIb  „Fibroblast Growth Factor“-Rezeptor 2-IIIb oder KGFR 

FITC   Fluoresceinisothiocyanat 

Foxn1/Foxq1  „Forkhead box“ Protein N1/Q1 

FSG   Fischhautgelatine 

fw   forward 

g   Gramm 

GAP   GTPase-aktivierendes Protein  

Gata-3   GATA-bindender Transkriptionsfaktor 3 

GDI  Guanin-Nukleotid Dissoziationsinhibitor      

GDP   Guanosindiphosphat 

GEF   Guanine-Nukleotid Austauschfaktor       

GNS   normales Ziegenserum 

GTP   Guanosintriphosphat 

h   Stunde 

H&E   Hämatoxylin & Eosin 

HEK   „human embryonic kidney" 

HEMA   Hydroxyethylmethacrylat 

HF   Haarfollikel 

Hoxc13   Homeobox-Protein C13 

HPLC   Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 

HPV8   Humanes Papillomvirus 8 

HRP   Meerrettichperoxidase 

IAP   Apoptose-inhibitorisches Protein 

IFE   interfollikuläre Epidermis 

IGF/IGF-1  „Insulin-like growth factor“ /-1 

IGFBP5  „Insulin-like growth factor“ Bindeprotein 5 

IgG   Immunglobulin G 

IRS   innere Haarwurzelscheide („inner root sheath“) 

JNK   c-Jun N-terminale Kinase 

K   Keratin  
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IX	
  

kDa   Kilodalton 

KGF   „Keratinocyte Growth Factor“  

KO   Knockout 

Kontrolle  Tiere, die homozygot gefloxt sind für Rac1 (Genotyp Rac1 flox/flox) 

Krox20   Krüppel Box 20 

L-DOPA  Levodopa oder L-3,4-Dihydroxyphenylalanin 

Lef1   „Lymphoid enhancer-binding factor“ 1 

LIM-Kinase  LIM-Domäne enthaltende Kinase 

MAPK   Mitogen-aktivierte Proteinkinase 

MEF   murine embryonale Fibroblasten 

MES   2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure 

mg   Milligramm 

MHCI/MHCII  Haupthistokompatibilitätskomplex I/II 

min   Minute 

MOPS   3-(N-Morpholino)-propansulfonsäure 

Msx2   Msh-Homeobox Protein 2 

NADPH   Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 

Nap1   Nck-assoziiertes Protein 1    

NFκB   nukleärer Faktor κB 

Nox1   NADPH Oxidase 1  

ORS   äußere Haarwurzelscheide („outer root sheath“) 

p.p.    post partum (gemeint: nach der Geburt) 

PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PAK1/PAK2  p21-aktivierte Kinase 1/2 

Par3/Par6  „pulmonary adenoma resistance“ 3/6 

PBS   Phosphat-gepufferte Salzlösung 

PCR   Polymerasekettenreaktion 

PFA   Paraformaldehyd 

pH   p(otential of) h(ydrogen) 

PI3K   Phosphatidylinositol-3-Kinase 

PJ   Propidiumjodid 

PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid 

poly-HEMA  poly-2-Hydroxyethylmethylacrylat 

Rab   „Ras-related in brain“ 

Rac   Ras-ähnliches C3 Botulinum Toxin Substrat 

Ran   Ras-verwandtes nukleäres Protein   

Ras    Ratten Sarkom Proto-Onkogen  

REM   Rasterelektronenmikroskopie 

Rho   „Ras homologous“  

Ripa   Radioimmunoprezipitations-Assay 

ROS   reaktive Sauerstoffspezies  
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X	
  

rpm   Runden pro Minute 

RT   Raumtemperatur 

Runx1/3  „runt related transcription factor“ 1/3 

SBZ   Sonnenbrandzelle 

SCF   „stem cell factor“ 

SDS   Natriumdodecylsulfat 

sec   Sekunde 

SEM   mittlerer Standardfehler 

Shh   „sonic hedgehog homolog“ 

Sra-1   spezifisch Rac1-assoziiertes Protein-1 

SSC   Standard Zitrat Puffer 

Taq   Thermus aquaticus DNA Polymerase 

TBST   Tween 20-haltige Tris-gepufferte Salzlösung 

TEM   Transmissionselektronenmikroskop 

TG   Transgen 

TGF-ß1   „Transforming Growth Factor“ beta 1 

Tiam1   „T-cell lymphoma invasion and metastasis-inducing“ Protein 1 

TNF/TNFR  Tumornekrosefaktor/Tumornekrosefaktor-Rezeptor 

TPA   12-O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat 

TRAIL   Tumornekrosefaktor-verwandtes Apoptose-induzierender Ligand  

Tris   Tris(hydroxymethyl)aminoethan 

TRITC   Tetramethyl-Rhodamin-Isothiocyanat 

Trp2   Tyrosinase-ähnliches Protein 2 

TSA   Tyramid Signalamplifikation 

TUNEL   „TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling“ 

Tween   Polyoxyethylen-(20)-sorbitanmonolaurat 

Tyrp1   Tyrosinase-ähnliches Protein 1 

ü.N.    über Nacht 

UV   ultraviolett 

V   Verdünnung 

v/v   Volumen pro Volumen 

w/v   Gewicht pro Volumen 

WAVE   „WASP family protein member“ 1 

Wnt   zusammengesetzt aus Wg für Wingless und Int-1 

XIAP   X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein 

µg   Mikrogramm 

µl   Mikroliter 
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