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1 Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung englisch

Reciprocal responses of fibroblasts and melanocytes to a-MSH depending on

MC1R polymorphisms

Melanocortin 1 receptor (MC1R) polymorphisms play a major role in the regulation of
several physiological and pathological signaling pathways in melanocytes. Alpha
melanocyte stimulating hormon (a-MSH), which initiates the MC1R mediated
activation of CcAMP signaling pathway, has recently been shown to have impact not
only on melanocyte but also on fibroblast function.

In the present study we investigated human native melanocyte and fibroblast cell
lines with different MC1R polymorphisms. To evaluate the effect of MC1R
polymorphisms on the receptor function we measured the intracellular cAMP
concentration and the cellular proliferation upon stimulation with a-MSH. Our results
indicate that fibroblasts, as well as melanocytes show differences in the receptor
function depending on MC1R polymorphisms. In wild type fibroblasts the intracellular
cAMP concentration and the cellular proliferation decrease upon a-MSH stimulation,
whereas in fibroblasts with mutations in the MC1R gene both effects are significantly
diminished. The same stimulation in wild type melanocytes results in an increase of
cAMP concentration and cellular proliferation. Interestingly in cell lines with MC1R
polymorphisms the increase of cAMP is less intense. However, cell proliferation is
comparable with wild type melanocytes.

We conclude that the MC1R polymorphisms are not only important for the regulation
of the skin pigmentary system (i.e. melanocytes) but also have an impact on the
function of connective tissues (i.e. fibroblasts). Our findings can potentially be of
importance in better understanding of individual tendencies towards several

processes and diseases like wound healing, keloids, fibrosis and even aging.



1.2 Zusammenfassung deutsch

Melanocortin 1 Rezeptor (MC1R) Polymorphismen spielen eine wichtige Rolle in der
Regulierung verschiedener physiologischer und pathologischer Signalwege in
Melanozyten.

Neuere Studien zeigen, dass alpha Melanozyten Stimulierendes Hormon (a-MSH),
das Uber die Aktivierung des MC1R zum Anstieg des intrazellularen cAMP Spiegels
fuhrt, nicht nur Auswirkungen auf die Funktion von Melanozyten hat, sondern auch
Fibroblasten in ihrer Funktion beeinfluf3t.

Wir haben humane Melanozyten und Fibroblasten mit unterschiedlichen MC1R
Polymorphismen untersucht. Um den Effekt der MC1R Polymorphismen auf die
Rezeptorfunktionalitédt zu charakterisieren, wurden die intrazellularen cAMP Spiegel
sowie die Proliferation der Zellen nach Stimulation mit a-MSH gemessen. Unsere
Ergebnisse zeigen, dass sowohl die Melanozyten als auch die Fibroblasten in
Abhangigkeit ihres MC1R Polymorphismus Unterschiede in der
Rezeptorfunktionalitdt aufweisen. In Fibroblasten, die den Wildtyp-MC1R
exprimieren, nimmt sowohl der intrazellulare cAMP Spiegel als auch die Proliferation
nach Behandlung mit a-MSH signifikant ab. In Fibroblasten mit MC1R-
Polymorphismen sind beide Effekte hingegen deutlich vermindert. Die gleiche
Stimulation bewirkt in Melanozyten eine Zunahme der intrazellularen cAMP
Konzentration sowie eine Proliferationssteigerung. Interessanterweise zeigen die
Melanozytenlinien mit Polymorphismen im MC1R-Gen zwar einen geringeren Anstieg
des intrazellularen cAMP Spiegels, wahrend sich dennoch eine signifikante
Proliferationssteigerung aufweisen.

Zusammenfassend geben unsere Ergebnisse Hinweise darauf, dass sich der MC1R
und dessen Polymorphismen nicht nur auf die Melanozyten der Haut auswirken,
sondern auch auf die Fibroblasten. Unsere Ergebnisse konnten zu einem besseren
Verstandnis beitragen, wie eine individuelle Veranlagung auf verschiedene
physiologische bzw. pathologische Prozesse wie beispielsweise Wundheilung,

Keloide, Fibrose und Hautalterung Einflu® nehmen kénnten.



2 Einleitung

Die Haut ist das grofdte Organ des menschlichen Koérpers. Die unterschiedlichen am
Aufbau der Haut beteiligten Zellen Ubernehmen unterschiedliche physiologische
Aufgaben, sind aber auch an pathologischen Prozessen beteiligt.

Fibroblasten sind die vorherrschenden Zellen des Binde- und Stutzgewebes. Sie sind
fur die Synthese von elastischen und kollagenen Fasern zustandig und flr die
Wundheilung von Bedeutung. Eine verstarkte Aktivierung von Fibroblasten kann zur
Keloidbildung fuhren. Ebenso sind Fibroblasten an der Entstehung fibrosierender
Dermatosen beteiligt (Morphea, Sklerodermie).

Melanozyten sind durch die Melaninbiosynthese physiologisch flir den Schutz der
Haut vor UV-Schaden verantwortlich. Aus ihnen kann sich der bdsartigste aller
Hauttumoren, das maligne Melanom, entwickeln.

Die Keratinozyten bilden das verhornende Plattenepithel der Haut. Als gro3ter Anteil
der epidermalen Zellen kdonnen sie zu Basalzell- und Plattenepithelkarzinomen
entarten.

Diese unterschiedlich spezialisierten Zellen stehen in der menschlichen Haut in
enger Verbindung miteinander und sind Uber verschiedene Signalwege in standiger
Kommunikation.  Einen  dieser = Kommunikationsmechanismen stellt das
Proopiomelanocortinsystem (POMC-System) dar. Hierbei handelt es sich um das
Zusammenspiel von Peptidhormonen (Melanozyten stimulierende Hormone = MSH,
Adrenocorticotrophes Hormon = ACTH, Endorphine), denen das Vorlaufermolekul
Proopiomelanocortin (POMC) gemeinsam ist und den zugehdrigen Rezeptoren
(Melanocortinrezeptoren, Endorphinrezeptoren). Einige Studien weisen darauf hin,
dass unter anderem das POMC-System, das ubiquitar in der Haut exprimiert wird,
eine wichtige Rolle bei vielen der oben beschriebenen Krankheitsprozesse spielt.

In normaler humaner Haut ist die Expression des POMC-Gens niedrig bzw. liegt
unter der Nachweisgrenze [6, 7]. Im Gegensatz dazu wird die Genexpression unter
pathologischen Umstanden wie z. B. bei Keloiden, Psoriasis, Basalzell- und
Spindelzellkarzinomen, Vitiligo und Melanom nachweisbar [6, 8-10].

Insbesondere wird auch eine erhohte Produktion von POMC-Peptiden in
fortgeschritteneren oder aggressiveren Formen des Melanoms gefunden [4, 8, 11-
15].



2.1 Das Proopiomelanocortin (POMC) - System der Haut
2.1.1 Rezeptoren des POMC-Systems in der Haut: Der Melanocortin 1

Rezeptor

Im POMC-System der Haut spielen die Melanocortinrezeptoren, vor allem der
Melanocortin 1 Rezeptor (MC1R) eine wichtige Rolle. Der MC1R wird auf nahezu
allen Zellen der Dermis und Epidermis exprimiert (rev. in [16, 17]).

Die Melanocortinrezeptoren (MC-R) gehoéren zur Superfamilie der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren und wurden 1992 zum ersten Mal geklont [13, 18].

Es handelt sich um eine Familie von 5 Rezeptoren (MC1R bis MC5R) die Uber 7
Transmembran-Domanen verfigen und eine 39-61%ige Homologie auf der
Aminosaureebene aufweisen. Die Expression der einzelnen Rezeptorsubtypen ist
gewebe- bzw. zellspezifisch. AuRerdem unterscheiden sich die Rezeptoren in ihrer
Affinitat flr ihre Agonisten, den Melanocortinen (a-, B-, y-MSH und ACTH). Die

Rezeptoren vermitteln ein sehr breites Spektrum physiologischer Prozesse.

Zelltyp MC Rezeptor
Epidermale Keratinozyten MC1
Follikulire Keratinozyten MC1
Epidermale Melanozyten MC1, MC29§
Follikuldre Melanozyten MC1
Dermale Naevozyten MC1
Sebozyten MCh
Schweissdriisenzellen MC1, MC5
Endothelzellen MC1
Langerhanszellen MC1
Monozyten M1
Makrophagen MC1
Lymphozyten MC1
Fibroblasten MC1
Adipozyten MC2, MC5

Legende: Expression des MC1R auf verschiedenen Zellarten
Quelle: Slominski et al 2000

2.1.1.1 Aufbau

Das MC1R Gen liegt auf dem Telomerarm von Chromosom 16 (Locus:16g24.3) [19,

20].

Das Gen ist in der codierenden Region intronlos. Die vollstandige

Transkriptionseinheit der Genregion des Rezeptors ist bereits erforscht und mdgliche

Promotor-Motive, Wiederholungssequenzen und die 5°'cap und der Poly-A-Schwanz
10



des Locus wurden definiert [21, 22]. Das MC1R Gen ist sehr polymorph. Beim
Menschen sind mehr als 60 verschiedene Varianten beschrieben (Liste mit Rezeptor-

Varianten und Erstbeschreiber siehe [23]).

34 icE%E
i 31
312

@ Residue mutated in RHE (R o 1) alleles

O Paosition of natural mutations

. Potential N-glycosylation site

. Potential phosphorylation target

. Cys residue likely involved in disulfide bonds
@ Dileucine-like motit

D Potential acylation site

Legende: Aminosaurensequenz des MC1R

Quelle: Garcia-Borron, Sanchez-Laorden et al 2005

2.1.1.2 Polymorphismen

Robbins et al. stellten 1993 einen Zusammenhang zwischen MC1R Polymorphismen,
der Rezeptorfunktionalitat und deren Auswirkung auf die Fellfarbe von Mausen her
[24]. Ausgehend von dieser Entdeckung wurde die Untersuchung der Funktionalitat
unterschiedlicher MC1R Varianten beim Menschen durchgefuhrt.
Bevolkerungsstudien haben gezeigt, dass bestimmte Allele mit roter Haarfarbe und
heller Hautfarbe (RHC Phanotyp) in Zusammenhang stehen [25-28]. Die Allele
unterschieden sich in ihrer Penetranz bezogen auf den Phanotyp [29, 30]. Die
starken RHC Allele zeigen eine Odds Ratio von 50 bis 120 fiur rotes Haar. Diese
Allele sind die haufigen Polymorphismen R151C, R160W und D294H und die
seltenen Polymorphismen D84E und R142H. Die schwacheren RHC Allele V60L,

11



VI92M, R163Q haben eine Odds Ratio fur rote Haarfarbe, die zwischen 2 und 6 liegt.
Die Polymorphismen R142H, R151C, R160W und D294H und das Allel V60L
kommen bei 30% der nordeuropaischen Bevolkerung vor und sind fur 30% aller
Phanotypen mit roter Haarfarbe verantwortlich [31].

In den letzten Jahren ist die Funktionalitédt der unterschiedlichen MC1R Allele in das
Blickfeld der Wissenschaft gerlickt. Es besteht Einigkeit dariber, dass die RHC Allele
R142H, R151C, R160W und D294H eine eingeschrankte Funktionalitdt des
Rezeptors bedingen. Allerdings sind der Grad der Beeintrachtigung und die
molekularbiologischen Mechanismen noch unklar. Die Feststellung, dass sich die
Varianten in ihrer Fahigkeit CAMP zu produzieren unterscheiden, und zwar in der
absteigenden Reihenfolge Wildtyp (WT)>R160W~R151C>R142H~D294H, I|asst
darauf schlielen, dass es sich um einen Defekt in der Aktivierung des Gs-Proteins
handelt. Andererseits haben neuere Studien auch eine Retention des Rezeptors in
der Zelle bzw. eine verminderte Rezeptordichte auf der Plasmamembran aufgezeigt.
Dies legt wiederum eine veranderte Prozessierung der unterschiedlichen
Polymorphismen und eine daraus resultierende verminderte Funktionalitat des
Rezeptors nahe [32, 33]. Da heterozygote Varianten bezogen auf ihre
Rezeptorfunktionalitdt zwischen Wildtyp und homozygoten Varianten anzusiedeln
sind, spricht dies fur einen Gen-Dosis-Effekt [34, 35].

2.1.1.3 Expression

Auf der Plasmamembran normaler humaner Melanozyten betragt die Rezeptordichte
wenige hundert MC1R Molekile pro Zelle [36].

Melanomzellen weisen eine deutliche Uberexpression des Rezeptors auf. Aber auch
hier sind nur wenige tausend Bindungsstellen pro Zelle zu verzeichnen. Es gibt
Hinweise darauf, dass die Rezeptordichte flir das Ausmal der Signaltransduktion ein
entscheidender Faktor ist [13, 37, 38].

2.1.2 Regulation der MC1R Funktionalitat

Der humane MC1R ist sehr polymorph und viele der natlrlichen Varianten sind
funktionell von Bedeutung [45, 46].

Beim Menschen ist der Genotyp des MC1R die erste Stufe, die sich regulatorisch auf
die Rezeptorfunktion auswirkt. Ferner wird die Aktivitat des MC1R durch

verschiedene weitere Mechanismen moduliert. Diese beinhalten neben der

12



Genexpression, mRNA Stabilitat bzw. Effizienz bei der Translation auch den Grad
der posttranslationalen Prozessierung des Rezeptorproteins bzw. seinen Weg durch
die einzelnen Stationen des Sekretionsmechanismus.

An der Plasmamembran angekommen bestimmt die Bindung der Agonisten bzw.
Antagonisten die Rezeptoraktivitat. Zusatzlich triggert die Ligandenbindung weitere
regulatorische Mechanismen wie homologe Desensibilisierung der

Signaltransduktion und Rezeptorinternalisierung.

2.1.2.1 Intrinsische Aktivitat

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren verfligen oft Uber eine Grundaktivitat, die die
Signalkaskade auch in Abwesenheit des Agonisten aktiviert. So verfugt auch der
MC1R Uber eine Basalaktivitat [39].

Inverse Agonisten konkurrieren mit rezeptoraktivierenden Liganden um dieselbe
Bindungsstelle bei Rezeptoren mit konstitutiver Aktivitat. Ferner stabilisieren sie die
inaktive Rezeptorkonformation und vermindern somit die agonistunabhangige
Grundaktivitat [40].

Die hohe konstitutionelle Aktivitat des MC1R ist sowohl fur den inversen Agonismus
von ASIP (agouti signaling protein) verantwortlich, als auch fur die Signaltransduktion
in Abwesenheit eines Agonisten [41-43].

Die Bindung von a-MSH an den a-MSH Rezeptor mit nachfolgender Aktivierung der
Adenylatzyklase ist abhangig von der Anwesenheit von Calcium in der
Rezeptorumgebung. Calcium binding protein (CBP) aktiviert den Rezeptor sogar

teilweise auch in der Abwesenheit des Liganden [44].

2.1.2.2 MC1R Desensibilisierung und Internalisierung

G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR) unterliegen nach Ligandenbindung oft
einer homologen Desensibilisierung mit einer starken Abschwachung der
Signaltransduktion schon wenige Minuten nachdem ein Ligand an den Rezeptor
gebunden hat. Der homologen Desensibilisierung liegt eine Phosphorylierung des
agonistbesetzten Rezeptors durch spezifische GPCR Kinasen (GRK) zugrunde [47,
48].

Phosphorylierte Rezeptoren sind nicht mehr in der Lage ihre Signalkaskade zu
aktivieren. Dies wurde fur den MC1R in der Maus und in humanen Melanomzellen
belegt [39].

13



Wahrscheinlich spielen bei der Desensibililsierung der MC1R die GRK2 und die
GRKE6 eine wesentliche Rolle, da diese Kinasen sowohl in Melanozyten als auch in
Melanomzellen nachweisbar sind und untersucht wurden [39].

Der Phosphorylierung von GPCRs folgt oft eine endozytotische Aufnahme des
Rezeptors, was wiederum weitere Signalwege modulieren kann [47, 48]. Die
Internalisierung des Rezeptors kann entweder zum lysosomalen Abbau fihren oder
aber zum Recycling des Rezeptors zurick an die Plasmamembran. Die
phosphorylierungsabhangige Internalisierung konnte bereits fur den MC4R belegt
werden und liegt auch fir den MC1R nahe [49].

Obwohl wenig Zweifel an der Rezeptorinternalisierung besteht, ist unklar was mit
dem MC1R in der Zelle geschieht. Es gibt Hinweise fur den lysosomalen Abbau des
Rezeptors wahrend Hinweise fur ein Rezeptorrecycling bislang fehlen [50].
Vermutlich ist die Rezeptordichte auf der Plasmamembran abhéngig von einem
Gleichgewicht zwischen Rezeptorabbau nach Ligandenbindung und gleichzeitiger
Aktivierung der Genexpression. Dieses Gleichgewicht kdnnte zellspezifisch sein und

wurde so die Heterogenitat der Aktivierungsmuster erklaren [23].

Adenylyl

NH, NH,

,\“ cAMP
pathway
@ ® COOH
/\ /\ . I
m Mutant allel
ks utant alleles a8
WO e, moeow }Jllll[ REOREIN
oo Wi
?‘ e £ l Ribosomes
g 2 — B~
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z - LA LAY
i Golgi Endoplasmic ENDY " !

Lo reticulum IL-do, IL-1f Nucleus

Legende: Desensibilisierung und Internalisierung des MC1R
Quelle: Garcia-Borron, Sanchez-Laorden et al. 2005

2.1.3 Signalkaskade des MC1R

Wie bereits erwahnt ist der MC1R ebenso wie die anderen MC-R ein G-Protein

gekoppelter 7-Transmembrandomanen-Rezeptor. Die Signaltransduktion erfolgt Gber

die Aktivierung des heterotrimeren Gs-Proteins und der Adenylatcyclase. Die daraus
14



resultierende Erhéhung des intracellularen cAMP-Spiegels triggert die Aktivierung
der Proteinkinase A (PKA). Diese wiederum phosphoryliert das cAMP Responsive
Element Binding Protein (CREB). Phosphoryliertes CREB bindet an das cAMP
Responsive Element (CRE) in der Promotorregion des Mikrophtalmia Transcription
Factor (MITF). Fur die vollstandige Aktivierung des MITF-Promotors durch CREB ist
allerdings noch die Bindung des CREB Binding Protein (CBP) an CREB erforderlich.
Das MITF Protein ist wiederum in der Lage weitere Gene zu aktivieren, die unter
anderem fur die Pigmentierung (Tyrosinase), Proliferation von Melanozyten (z. B.
Tyrosinase related peptides) oder den Kollagenstoffwechsel von Bedeutung sind,
indem es an die M-Boxen in deren Promotoren bindet [51]. MITF ist ein Mitglied der
Myc-Superfamilie die den basic-helix-loop-helix (bHLH)Zipper-Transkriptionsfaktoren
angehort [52, 53]. Es gibt mehrere Isoformen, deren Expression zellspezifisch ist.
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren aktiveren oft mehr als einen Signalweg und so
fuhrt der MC1R Uber die Aktivierung der PKA zu einer Aktivierung der PKB, wobei
diese Aktivierung PI3-Kinase unabhangig ist [53, 54].

Agouti i

Differenzierung
Proliferation
Pigmentierung
Hemmung der
Apoptose

MC|E. Tyr. TRFL, TRFZ-mRMNA

Legende: Signalkaskade des MC1R
Quelle: Wikberg, J. E., R. Muceniece, et al. 2000
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2.1.4 a-MSH: Entstehung durch POMC Prozessierung
a-MSH entsteht neben weiteren Neuropeptiden aus einem Vorlauferprotein, dem

Proopiomelanocortin (POMC).

Das POMC Gen ist beim Menschen auf Chromosom 2 lokalisiert [55]. Das Gen
besteht bei Saugern aus drei Exons und zwei Introns. Exon 1 entspricht der 5°-
untranslatierten mRNA. Exon 2 beinhaltet den restlichen Teil der 5°- untranslatierten
MRNA, die Sequenz des Signalpeptids und die Startsequenz des NH,-Endfragments
(NT); Exon 3 codiert schlieBlich fir das COOH-Ende des NT, das Verbindungspeptid
(joining peptide), ACTH, R-Lipotropin (LPH) und die 3 -untranslatierte mMRNA [56-62]
Im Gehirn und in der Hypophyse werden die POMC-Transkripte zu ca. 1,1 kb langen
MmRNA Fragmenten gespliced [56-62]. Kirzere und langere mRNAs existieren,
werden aber nur in aul3ercerebralen Geweben gefunden, unter anderem in der Haut
[14, 56, 59, 63-66]

Die Heterogenitat in der Lange der POMC mRNA wurde durch alternatives Splicing,
Unterschiede in der Lange des Poly-A-Schwanzes und unterschiedliche Startpunkte
der Transkription erklart [56, 59, 60, 63, 64]. Es ist allgemein akzeptiert, dass die
Translation der POMC mRNA die volle Lange des Gentranskripts erfordert,
bestehend aus den drei Exons, wobei Exon 1 das Signalpeptid enthalt [56, 60, 61,
67]. In humaner Haut hat das POMC Transkript eine Grolle von 1,2 oder 1,3 kb,
ahnlich dem im Hypothalamus und in der Hypophyse [68-70].

Die POMC mRNA wird zu einem 30-kDa Protein umgeschrieben. Dieses Protein ist
das Vorlaufermolekil von ACTH, Endorphinen, Melanotropinen und Lipotropinen [55,
58, 61, 67].

Diese Neuropeptide werden posttranslational durch Konvertasen jeweils
unterschiedlich und durch aufeinander folgende Schritte vom Vorlaufermolekiil
abgespalten. Die Spaltvorgange sind zellspezifisch.

Die Produktion der Endprodukte ACTH, MSH und Endorphine ist demzufolge ein
komplizierter vielschichtiger Prozess, der eine Spaltung des POMC bzw. der
entstandenen Neuropeptide durch Endo- und Exopeptidasen
(Prohormonkonvertasen PC1 und PC2) erfordert.

Des weiteren erfolgt eine posttranslationale Modifizierung in Form von Amidierung
und Acetylierung [55, 56, 61, 67, 71, 72].
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Legende: Prozessierung des POMC
Quelle: Bohm, M and Luger, T. A. Hautarzt 2004

2.1.5 Regulation der Genexpression des POMC
Die Genexpression des POMC wird von zahlreichen Faktoren beeinflusst. Vor allem

scheint der Regulation durch die Cytokine des Immunsystems eine besondere Rolle
zuzukommen. Allerdings modifizieren die unterschiedlichen Cytokine und
Wachstumsfaktoren, die ihre Wirkung in der Haut sehr lokal beschrankt entfalten
konnen, die POMC Genexpression bzw. Peptidbildung in einer von Zelltyp zu Zelltyp
spezifischen Art und Weise. Um nur einige Beispiele zu nennen: IL-1 stimuliert die
POMC Genexpression in ortsstandigen Hautzellen, aber auch in zirkulierenden
Immunzellen einschlieRlich Makrophagen [68, 70, 73-78].

IL-1 erhdht die POMC mRNA Spiegel in kultivierten normalen und malignen
epidermalen Melanozyten und Keratinozyten [68-70, 73, 74, 79].

In normalen dermalen Fibroblasten erhéht TNF-a die POMC mRNA Spiegel wahrend
TGF-B im gleichen Zellsystem sowie in Keratinozyten hemmend wirkt. Andererseits
zeigt TGF- B auf Fibroblasten in Keloiden keine inhibierende Wirkung [80]. Weder
TNF-a noch Endothelin-1 wirken sich auf die POMC Peptidproduktion in Melanozyten
und Keratinozyten aus [79].

Ein wichtiger Stimulator der kutanen POMC Genexpression in humanen normalen
und malignen Melanozyten und Keratinozyten ist auch das UV-Licht [68-70, 74, 79,
81, 82].

So koénnen im Blut von Menschen, die der Sonne exponiert waren, erhdhte

Serumspiegel von a-MSH und ACTH gemessen werden [12, 83].
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2.1.6 Effekte von alpha MSH

2.1.6.1 Effekt auf das Pigmentsystem:

Wiederholte parenterale Gaben von supraphysiologischen Dosen a-MSH oder NDP-
MSH l6sen beim Menschen eine generalisierte Hyperpigmentierung aus. Diese ist an
den UV-exponierten Arealen des Korpers besonders betont [84]. ACTH ist fur die
Hyperpigmentierung beim Morbus Addison bzw. beim Nelson Syndrom
verantwortlich [85-88].

Die Effekte beider Neuropeptide werden Uber den MC1R und die daran gekoppelte
Signalkaskade vermittelt. Diese wiederum bewirkt Uber die Hochregulierung der
Tyrosinase und anderer an der Melaninsythese beteiligter Proteine eine Steigerung
der Melaninsythese sowie den Wechsel von Phao- zu Eumelaninsynthese [43, 89-
91].

Ferner zeigen die Melanocortine, vor allem a-MSH, eine proliferationsfordernde
Wirkung auf Melanozyten und sie fordern die Ausbildung von dendritischen
Zellauslaufern [88, 92, 93].

2.1.6.2 Effekt auf die Epidermis

Humane Keratinozyten exprimieren sowohl das MC1R Gen als auch MSH-
Rezeptoren [68, 81, 94-96].

Weitere Studien ergaben, dass a-MSH die Zytokinproduktion in Keratinozyten
modulieren kann [68, 82, 97].

2.1.6.3 Effekte auf die Dermis

Humane dermale Fibroblasten stellen ebenfalls ein Ziel fur a-MSH dar und
exprimieren MC1R [98, 99, 100]. Es gibt Hinweise dafir, dass a-MSH
immunmodulatorische bzw. entzindungsregulierende Effekte auf Fibroblasten hat.
Aulerdem scheint sich a-MSH auf die Synthese und den Abbau von Kollagen
auszuwirken [99, 101, 102].

2.1.6.4 Effekte auf das Immunsystem

Die vom POMC abgeleiteten Proteine B-Endorphin, ACTH und a-MSH besitzen ein
starkes immunmodulierendes Potential [76, 77, 103-105].

Zellen der Immunantwort, darunter Zellen der monozytischen Linie, sowie

Neutrophile, Mastzellen, Endothelzellen und Keratinozyten exprimieren den MC1R.
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Bei vaskularen Endothelzellen hemmt a-MSH die Lipopolysacharid(LPS-)-induzierte
Expression des vaskularen Adhasionsmolekils-1 (VCAM-1) und des E-Selektins
[106].

Auf molekularer Ebene blockiert a-MSH die TNF-a, IL-1b- oder LPS-induzierte
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB in einer Vielzahl von Targetzellen, was

die Vielfalt immunmodulierender Effekte von a-MSH erklart [107].

2.2 Fragestellung

Ziel unserer Arbeit war es:

- Unterschiede und Gemeinsamkeiten in der Reaktionsweise von Melanozyten und
Fibroblasten nach Stimulierung mit a-MSH zu untersuchen.

- Die Bedeutung des MC1-Rezeptorpolymorphismus fur die Funktionalitdt des
Rezeptors in Melanozyten und Fibroblasten zu evaluieren.

- Die Auswirkung der Rezeptorfunktionalitat auf die Physiologie der Zellen, gemessen

an ihrem Proliferationsverhalten nachzuweisen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Substanzen

Agarose Sigma
a-MSH Sigma
CellTiterBlue Promega
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma
Amphotericin B Sigma
Ethidiumbromid Sigma
dNTPs Sigma
Tag-Polymerase Sigma
L-Glutamin Sigma
FCS (Fetales Kalberserum) Promocell
Penicillin/Streptomycin (100x) Sigma
Poly-Ornithin Sigma
G418 (Geneticin) Sigma
Trockenmilch, fettfrei Sigma
Tween-20 Sigma
Trypsin Sigma
Trypan Blau Sigma
TNS (Trypsin neutralisation solution) Sigma
HPLC H,O Sigma
Readyreactionmix fUr die Sequenzierung Sigma
Ladepuffer fur PCR Sigma

50 Basenpaar Marker, GroRenstandard Sigma
Forskolin Sigma
EDTA Sigma
3.1.2 Medien und Puffer

RPMI-1640 Invitrogen
DMEM Invitrogen
Melanocyte Growth Medium/Supplement mix Promocell
Melanocyte Growth Medium/Supplement kit Promocell
10 X PBS Sigma

3.1.3 Gerate und Zellkulturplatten

Photometer: Ultrospec 1000

PCR-Gerat: Gene Amp PCR System 240C, Perkin Elmer

Sequenziergerat: ABI Prism 310 Genetic Analyser, Applied Biosystems

Zentrifugen:Biofuge fresco, Heraeus instruments

Universal-Miktroplattenmessgerat: Genius Pro, Tecan

ELISA Reader: Titertek Multiscan MCC/340
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3.2 Methoden
3.21 Zellkultur

3.2.1.1 Isolierung humaner Melanozyten und Fibroblasten

Sowohl Melanozyten, als auch Fibroblasten wurden aus humaner Vorhaut
gewonnen. Es handelte sich hierbei um gesunde frische Operationspraparate aus
der Klinik fur Urologie und Kinderurologie des Universitatsklinikums des Saarlandes.
Zur Praparation der Zellen wurde das Hautstliick zunachst - mit der Epidermis nach
unten - auf einer 10 cm Kulturschale ausgebreitet. Dann wurde mit einem
Praparationsbesteck das Subkutangewebe entfernt. Die so gewonnene Kutis (Dermis
und Epidermis) wurde in 5 X 5 cm grol3e Stlcke geschnitten, in ein 50 ml Falcon-
rohrchen mit 5 ml 10X Trypsin Uberfihrt und Uber Nacht bei 4° C inkubiert.
Anschliel3end wurden die Hautsticke entnommen, auf einer trockenen
Zellkulturschale (Epidermis nach unten) hin und her gerollt, sodass die Epidermis auf
dieser haften blieb. Auf diese Weise wurde die Dermis von der Epidermis getrennt.
Die Epidermis wurde nun von der Unterlage abgeldést und in ein 15 ml
Falconréhrchen mit 0,7 mM EDTA in PBS gegeben. Die epidermale Seite der Dermis
wurde zusatzlich mit dem Skalpell abgekratzt, um so noch anhaftende Teile basal
gelegener epidermaler Anteile abzuldsen. Diese Anteile wurden ebenfalls in das
Falconrohrchen uberfhrt. Im Anschluss wurde das Gewebegemisch vorsichtig
mittels Vortexer homogenisiert, um eine Einzelzellsuspension zu erhalten, und dann
bei 240 x g 5 Min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, das Zellpellet in 8 ml
Melanocyte growth Medium/Supplement mix aufgenommen und auf zwei 6 cm
Zellkulturschalen verteilt. Um das Anwachsen der Zellen zu fordern, wurden 500 pl
FCS zugegeben. Anschlielfend wurde bei 37° C, 5% CO, und 95% inkubiert. Am
nachsten Tag wurde ein Mediumwechsel durchgefiuhrt, um nicht angewachsene

Zellen oder Zelldebris zu entfernen.

3.2.1.2 Etablierung von Melanozyten- und Fibroblastenreinkulturen

Durch oben beschriebenes Protokoll zur Isolierung humaner Hautzellen wurde eine
Mischkultur aus Melanozyten und Fibroblasten gewonnen. Um Melanozyten und
Fibroblasten in Reinkultur zu erhalten, wurde auf die unterschiedlichen
Proliferationseigenschaften der beiden Zelltypen zurtckgegriffen.

Um eine Reinkultur von Fibroblasten zu erhalten, wurde das urspringliche Medium
auf DMEM mit 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin umgestellt.
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Um eine Reinkultur von Melanozyten zu erhalten, wurde die Mischkultur flr zwei
Tage mit 400 ng/ml G418 behandelt und bei 37°C, 5% CO; und 95% Luftfeuchtigkeit
inkubiert. Das Absterben der Fibroblasten wurde an den drei folgenden Tagen
mikroskopisch kontrolliert und taglich ein Mediumswechsel mit Melanocyte growth
Medium/Supplement-Mix durchgefuhrt. Falls am sechsten Tag noch vitale, adharente
Fibroblasten mikroskopisch in der Kultur zu beobachten waren, wurde die

Behandlung mit Geneticin erneut durchgefuhrt.

3.2.1.3 Kultivierung der Zellinien

Fur die Kultivierung aller Zelllinien wurden 6 cm und 10 cm Zellkulturschalen
verwendet. Als Kulturmedium diente bei den primaren Fibroblasten DMEM. Dem
Medium wurde 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin und 1% L-Glutamin zugegeben.
Fir die Kultivierung der Melanozyten wurde Melanocyte growth Medium mit
Supplement mix (0,4% BPE, 1 ng/ml basic Fibroblast Growth Factor, 5 pg/ml Insulin,
0,5 pg/ml Hydrocortison, 10 ng/ml Phorbol-Myristat-Acetat) verwendet. Dem Medium
wurde zusatzlich 1% Penicillin/Streptomycin und 1% Amphotericin B (Stockldsung
0,25 mg/ml) zugesetzt. Alle drei Tage erfolgt ein Mediumwechsel.

Die Fibroblasten wurden bei einer Konfluenz von 95% passagiert. Zum Abldsen der
Zellen wurde 1X Trypsin eingesetzt. Das Passagieren der Melanozyten erfolgte bei
einer Konfluenz von 75%. Das verwendete 1X Trypsin wurde mit TNS neutralisiert,
da das Melanocyte growth Medium kein Serum enthalt. Alle Zelllinien wurden bei
37°C, 5% CO2und 95% Luftfeuchtigkeit (Standardbedingungen) kultiviert.

3.2.2 Molekularbiologische Methodik

3.2.2.1 Sequenzierung des Melanocortinrezeptor-Gens

3.2.2.1.1 Isolation genomischer DNA

Die Isolation der DNA erfolgte mit dem High Pure PCR Preperation Kit von Roche.
Die Zellzahl lag zwischen 10° und 10° Zellen pro Ansatz. Es wurde nach dem

Protokoll des Herstellers vorgegangen.

3.2.2.1.2 Photometrische Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren
Fur die Konzentrationsbestimmung im Photometer, wurden die DNA-Proben 1:50
verdunnt (2 yl DNA mit 98 pl H,O dest.). Dann wurde die Absorption bei einer

Wellenlange von 260 nm in einer QuarzklUvette gemessen. Dabei gilt fur
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doppelstrangige DNA: 1 ODyg = 50 ug/ml, damit ergibt sich die Konzentration X aus
X = gemessene Absorptiongsy * VF (=50) * 50 pg/ml. Von jeder Probe wurde

mindestens eine Doppelbestimmung durchgefuhrt.

3.2.2.1.3 Amplifikation der spezifischen MC1R DNA durch
Polymerasekettenreaktion

Die PCR wurde mit genomischer DNA durchgefuhrt, da zum einen das MC1R Gen
keine Introns enthalt, und zum anderen die Polymorphismen auf genomischer Ebene
zu finden sind. Die PCR wurde mit den in Tabelle 1 angegebenen Primersequenzen
und den entsprechenden Amplifikationsprogrammen durchgefihrt. Ein 50
Reaktionsansatz enthielt jeweils 1 pl forward und reverse Primer (10 pM), 1 pl dNTPs
(10 mM), 0,5 yl TagPolymerase (5 U/ul), Sul 10X Puffer und 2 yl DNA (50 ng/ul). Das
Reaktionsvolumen wurde mit H,O auf 50ul aufgeflllt. Es wurde eine Negativkontrolle
mit H,O anstelle von DNA mitgefuhrt. Alle Pipettierschritte wurden auf Eis
durchgefuhrt.

Es wurden 35 Zyklen nach der in Tabelle 1 beschriebenen Bedingungen zur DNA-
Amplifikation durchgefuhrt.

Tabelle 1: Primer und Amplifikationsprogramm

PRIMER BASENSEQUENZ AMPLIFIKATIONSPROGRAMM
MC1R P1F | 5" - gTgQACCggACAgACTgg-3” 2
MC1R P1R | 5" - gCCTgCCTCCTTCCATCT-3’ 2
MC1R P2F | 5'- ggTAgGATgCCAggAggTgTC-3° 2
MC1R P2R | 5- ACCAgCAggTCCgACAAg-3’ 2
MC1R P3F | 5- TgCACTCACCCATgTACTgC-3’ 1
MC1R P3R | 5- CCAgCAgAggAAgAAAATgC-3’ 1
MC1R P4F | 5- CgTggTCTTCTTCCTggCTA-3’ 1
MC1R P4R | 5°- ggACCAgggAggTAAggAAC-3’ 1
AMPLIFIKATIONSPROGRAMM 1 AMPLIFIKATIONSPROGRAMM 2
95° C 1 Minute 95° C 2 Minuten
94° C 30 Sekunden 94° C 20 Sekunden
55° C 30 Sekunden 65° C 20 Sekunden
72° C 45 Sekunden 72° C 45 Sekunden
72° C 7 Minuten 72° C 10 Minuten
4° C 0 4° C 0

Die PCR Produkte wurden auf einem 2%-igen Agarosegel, dem 1 pl/ml
Ethidiumbromid beigefligt wurde, aufgetrennt und mit UV Licht bei 366 nm sichtbar
gemacht. Dazu wurden 12 ul Probe auf das Gel aufgetragen (5 pl PCR Produkt, 5 pl
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H,O, 2 pl 6xLadepuffer). Parallel dazu wurde ein 50 Basenpaar-Grélienstandard

aufgetragen.

3.2.2.1.4 Aufreinigung des PCR Produkts

Die Spezifitat der PCR-Reaktion wurde mittels Gel-Elektrophorese Uberpruft.
Entweder konnte das PCR Produkt direkt aufgereinigt werden oder es mulfite eine
Gelextraktion der entsprechenden Bande durchgefuhrt werden. Dazu wurde
entweder der Qiaquick PCR Purification Kit (direkte Aufreinigung) oder der Qiaquick
Gel Extraction Kit (Qiagen) eingesetzt. Die beiden Protokolle unterscheiden sich
lediglich in der Aufarbeitung der Probe.

Bei der direkten Aufreinigung des PCR Produkts wurde die gesamte PCR-Reaktion
eingesetzt. Bei der Gelextraktion wurde das PCR Produkt zunachst auf einem 2,5%
Agarosegel aufgetrennt. Die Bande mit der zu erwartenden Grofde wurde unter
Sichtkontrolle (UV-Lampe) mit einem Skalpell ausgeschnitten, gewogen und dann

dem Protokoll des Herstellers entsprechend aufgereinigt.

3.2.2.1.5 Sequenzierung des MC1R durch Polymerasekettenreaktion

Fur einen 20 yl Sequenzierungsansatz wurden 2 pl ready reaction mix, 3,2 pl Primer
(entweder forward oder reverse Primer; (1 pM)), 1 ul aufgereinigtes PCR-Produkt (10
ng/ul) verwendet. Der Ansatz wurde mit H,O (HPLC-gereinigt) auf 20 pl aufgefullt. Es
wurden 25 Amplifikationszyklen nach den in Tabelle 2 aufgefuhrten Bedingungen
durchgefuhrt.

Tabelle 2: Amplifizierungsproramm fur die Sequenzierung

94 °C 5 Sekunden

96 °C 10 Sekunden

50 °C 5 Sekunden

60 °C 4 Minuten
4 °C 0

3.2.2.1.6 Préazipitation des Sequenzierungsansatzes

Der Sequenzierungsansatz wurde wie folgt gefallt: 20 yl Sequenzierungsansatz, 2 pl
NaOAc (3M, pH 4,6) und 50 ul 95% Ethanol wurden kurz gevortext und 15 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Alle Zentrifugationen erfolgten in einer Eppifuge. Dann
erfolgte eine 20 miniitige Zentrifugation bei 14000 rpm. Der Uberstand wurde
abgenommen, und das Pellet wurde mit 250 pl Ethanol (70%) gewaschen.

AnschlieRend wurde 5 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert, der Uberstand wiederum
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entfernt und das Pellet zunachst bei Raumtemperatur und dann fir 1 Minute im
Heizblock bei 90°C getrocknet.

Die Ansatze wurden im Sequenzierer des Humangenetischen Instituts der Universitat
des Saarlandes gemessen und mit dem Softwareprogramm ChromasPro
ausgewertet. Die Polymorphismen wurden durch Vergleich mit der Basensequenz

der Genbank ermittelt.

3.2.3 Zellbiologische Methodik
3.2.3.1 Messung der Intrazellularen cAMP Konzentration mit
Enzymimmunoassay (EIA)

Die Messung der intrazellularen cAMP Konzentration erfolgte mit Hilfe des cAMP
Biotrak Enzymimmunoassay (EIA) System der Firma Amersham Biosciences. Die
Zellen wurden in dem jeweiligen Kulturmedium in 96-well-Flachbodenplatten
ausgesat und fur zwei Tage bei Standardbedingungen inkubiert. Die Melanozyten
wurden an Tag 1 nach Aussaat auf BPE-freies Medium umgestellt. Es wurde mit
Zellkonzentrationen von 5x10° Melanozyten/ml und 2x10* Fibroblasten/ml gearbeitet.
Pro Well wurden 100 pl Zellsuspension eingesetzt. An Tag 3 wurde fur 20 Minuten 1

MM a-MSH zugegeben und dem Protokoll folgend die Zellen Uber Nacht lysiert.

3.2.3.2 Proliferationsexperimente mit dem Celltiter-blue Cell Viability Assay
(Der Universalmikroplattenleser Genios pro wurde freundlicherweise von der
Arbeitsgruppe Prof. Hoth, Fachrichtung Physiologie, Universitatsklinikum des
Saarlandes, zur Verfligung gestellt)

Fir die Versuchsdurchfuhrung wurden die Zellen in 12-Well-Platten ausgesat. Es
wurde mit Zellkonzentrationen von 1000 Fibroblasten/ml und 1,6X10* Melanozyten/ml
gearbeitet. Pro Well wurde 1 ml Zellsuspension eingesetzt. Die Melanozyten wurden
zunachst bei Standardbedingungen fir 2 Tage inkubiert, bevor sie auf BPE-freies
Medium umgestellt wurden. Daraufhin erfolgte die Stimulierung der Zellen mit a-MSH
(10°M). Als Kontrollen wurden Melanozyten bzw. Fibroblasten in dem jeweiligen
Kulturmedium mitgefuhrt. Der Tag der Stimulation mit a-MSH wurde als Tag Null
definiert. Weitere Messzeitpunkte waren Tag zwei bei den Melanozyten und Tag zwei
sowie vier bei den Fibroblasten.

An den entsprechend definierten Messzeitpunkten wurde die Messung der

Proliferation wie folgt durchgefthrt:
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Das Volumen pro Well wurde auf 500 ul reduziert und es wurde jeweils 100 ul
CellTiter-Blue Reagenz zugegeben. Das CellTiter-Blue Reagenz wird von vitalen
Zellen aufgenommen, in seine fluoreszierende Form umgewandelt und wieder in das
umgebende Medium abgegeben, ohne die Vitalitat der Zellen zu beeintrachtigen.
Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde bei Standardbedingungen wurden
jeweils 200 ul der Uberstande in schwarze 96-Well-Flachbodenplatten berfiihrt und
die Fluoreszenz im Universalmikroplattenleser Genios pro gemessen. Die
Fluoreszenz, wiedergegeben in relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU), ist ein Mal} fur
die vorhandene Anzahl vitaler Zellen und aus den gemessenen Werten im Vergleich

kann die Proliferation der Zellen ermittelt werden.

3.2.4 Datenanalyse und Statistik

Fur die Datenanalyse wurde Excel (Microsoft) und Igor Pro (WaveMetrics)
verwendet. FlUr die Sequenzanalyse wurde das Programm ChromasPro (frei
erhaltlich) eingesetzt. Die Mittelwerte sind angegeben als Mittelwerte +/- SEM. Es
wurden jeweils die relativen Anderungen fiir die c-AMP-Konzentration und fiir die

Zellproliferation berechnet.
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4 Ergebnisse

4.1 Vergleich der Rezeptorfunktion von Melanozyten und

Fibroblasten
Melanozyten und Fibroblasten unterscheiden sich morphologisch voneinander,

entsprechend der unterschiedlichen physiologischen Funktionen, die sie in der

menschlichen Haut erflllen (Abbildung 1).

\ \ /

Melanozyten Fibroblasten

Abbildung 1: Lichtmikroskopische Bilder von humanen Melanozyten und Fibroblasten in vitro

Im Folgenden sind zunachst die gepoolten Experimente aller Melanozytenlinien bzw.
Fibroblastenlinien dargestellt um einen Vergleich zwischen den beiden

unterschiedlichen Zelltypen zu ermdglichen.

4.1.1 Messung der intrazellularen cAMP Konzentration in Melanozyten und
Fibroblasten
Der MC1R ist ein Gs-Protein gekoppelter Rezeptor, dessen Aktivierung zu einer

Erhéhung der intrazellularen cAMP Konzentration fihrt. Somit ist der Anstieg der
intrazellularen cAMP Konzentration nach Zugabe eines Rezeptoragonisten ein Mal}
fur die Rezeptorfunktion. Um die Funktionalitat des Rezeptors in den einzelnen
Zelltypen zu beurteilen, wurden in einem ELISA-System die Anderungen der

intrazellularen cAMP Konzentration nach Aktivierung des Rezeptors gemessen.
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4.1.1.1 cAMP Konzentration in Melanozyten
Melanozyten zeigen mit 44% einen signifikanten cAMP Anstieg nach Stimultaion mit

a-MSH (p=0,01) (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Die Abbildung zeigt die intrazelluldare cAMP Konzentration der Melanozyten. Der
schwarze Balken zeigt die unbehandelte Kontrolle, der rote Balken zeigt die Konzentration nach
Behandlung mit a-MSH (10® M) fiir 20 min. Die Kontrolizellen wurden jeweils als 100% gesetzt und
die stimulierten Zellen darauf bezogen, um die Werte von den Zellzahlen unabhangig zu machen.

(n=20, p=0,01, Fehlerindikator=standard error of mean)
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4.1.1.2 cAMP Konzentration in Fibroblasten
Die Fibroblasten reagieren im ungestressten Zustand kaum auf die Stimulation mit a-

MSH. Es ist eine Verminderung der zellularen cAMP Konzentration um 11% ablesbar

(p=0,2) (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Die Abbildung zeigt die intrazellulare cAMP Konzentration der Fibroblasten. Der
schwarze Balken zeigt die unbehandelte Kontrolle und der rote Balken zeigt die Konzentration nach
Behandlung mit a-MSH (10°® M) fiir 20 min. Die Kontrolizellen wurden jeweils als 100% gesetzt und
die stimulierten Zellen darauf bezogen, um die Werte von den Zellzahlen unabhangig zu machen.

(n=12, p=0,2, Fehlerindikator=standard error of mean)
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4.1.2 Proliferationsexperimente

Um zu beobachten, welchen Einfluss die Aktivierung des MC1R mit dem
Rezeptoragonisten a-MSH auf das Wachstumsverhalten der Melanozyten bzw.
Fibroblasten hat, wurden Proliferationsexperimente durchgefihrt. Ein Teil der Zellen
wurde als Kontrolle in a-MSH freiem Medium kultiviert, wahrend ein anderer Teil der
Zellen mit dem Rezeptoragonisten a-MSH (10 M) behandelt wurde.

Als Messzeitpunkte wurden jeweils Tag 0 und Tag 2 bei den Melanozyten bzw. Tag
0, Tag 2 und Tag 4 bei den Fibroblasten festgelegt, wobei Tag 0 durch die Zugabe
des Rezeptoragonisten a-MSH definiert wurde.

Der zusatzliche Messzeitpunkt Tag 4 bei den Fibroblasten sollte dazu dienen,
Veranderungen des Proliferationsverhaltens trotz der geringeren Funktion des
Rezeptors (siehe cCAMP ELISA) deutlicher aufzuzeigen.
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4.1.2.1 Proliferation Melanozyten

Bei den Melanozyten (Abbildung 4) zeigen die Kontrollzellen von Tag 0 auf Tag 2
einen Zuwachs von 42%. Die mit a-MSH behandelten Melanozyten zeigen einen
Zuwachs von 64%. Somit bewirkt die Stimulation der Zellen mit dem MC1R

Agonisten eine signifikante Proliferationssteigerung um 22% (p=1,2 x 10%),
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MSH (Tag (Tag 0) MSH (Tag (Tag 2)
0) 2)

Abbildung 4: Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus allen Proliferationsexperimenten der
Melanozyten. Die Proliferation der Zellen ist als Anderung der relativen Fluoreszenz erkennbar. Als
Messzeitpunkte wurde Tag null (Zugabe von a-MSH 10° M) und Tag zwei gewahlt. Die
unbehandelten Kontrolizellen an Tag null wurden als 100% gesetzt und alle anderen Werte darauf
bezogen, um die Ergebnisse von den Zellzahlen unabhangig zu machen. (n=78, p=1,2 x 108,

Fehlerindikator=standard error of mean)
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4.1.2.2 Proliferation Fibroblasten

Die Kontrollzellen der Fibroblasten zeigen von Tag 0 bis Tag 2 einen Zuwachs von
128%. Vergleicht man das Wachstum der Zellen von Tag 0 mit Tag 4 zeigt sich ein
Zuwachs von 401%. Die mit a-MSH behandelten Fibroblasten wachsen von Tag 0
bis Tag 2 um 119%. Von Tag 0 bis Tag 4 zeigt sich eine Proliferation um 383%.
Somit lasst sich ablesen, dass die mit dem Rezeptoragonisten behandelten Zellen in
ihrem Wachstum gehemmt werden. Von Tag 0 bis Tag 2 zeigen die mit a-MSH
stimulierten Zellen eine Wachstumsreduktion um 9% (p=1,03x107°). Der Effekt zeigt
sich mit 18% (p=4,5x107°) deutlicher im Messintervall Tag 0 bis Tag 4 (Abbildung 5).

600% - Fedek
500% -
400% 4
3
> 300% - Fkx
e -
(14
200% -
- ._. .
0% “ T L L L 1) L L
ohne a- mit a- ohne a- mit a- ohne a- mit a-
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Abbildung 5: Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus allen Proliferationsexperimenten der
Fibroblasten. Die Proliferation der Zellen ist als Anderung der relativen Fluoreszenz erkennbar. Als
Messzeitpunkte wurde Tag null (Zugabe von a-MSH 10® M), Tag zwei und Tag vier gewahlt. Die
unbehandelten Kontrollzellen an Tag null wurden als 100% gesetzt und alle anderen Werte darauf
bezogen, um die Ergebnisse von den Zellzahlen unabhingig zu machen. (n=78, p=1,03x10" (d2),

p=4,5x10° (d4), Fehlerindikator = standard error of mean)

Zusammenfassend lasst sich erkennen, dass die Melanozyten durch die Stimulation
mit a-MSH in ihrer Proliferation geférdert werden, wahrend die Behandlung der

Fibroblasten mit dem MC1R Agonisten zu einer Wachstumshemmung fuhrt.
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4.2 Einfluss von Polymorphismen im MC1R auf die Reaktionsweise

von Melanozyten und Fibroblasten

Aus den zuvor beschriebenen Daten ist zu ersehen, dass das MC1R System Einfluss
auf das Proliferationsverhalten von Melanozyten und Fibroblasten nimmt. Der Effekt
ist je nach Zelltyp unterschiedlich.

Da der MC1R aulderordentlich polymorph ist, wird in den folgenden Experimenten
zunachst der jeweilige Polymorphismus in den Zellinien der Melanozyten, und
Fibroblasten durch Sequenzierungsexperimente charakterisiert. Dann wird im cAMP
ELISA untersucht, wie die Zelllinien auf die Stimulierung mit a-MSH reagieren, um so
einen Zusammenhang zwischen Rezeptorpolymorphismus und Funktion in der
jeweiligen Zelllinie herzustellen. Hierbei wird auch darauf geachtet, inwieweit der
Zelltyp die Korrelation zwischen Polymorphismus und Funktion beeinflusst.
AnschlieBend wird in den Proliferationsexperimenten Uberpruft, wie sich
Rezeptorpolymorphismus und Rezeptorfunktion auf das Proliferationsverhalten der
Zellinien auswirken und welche Rolle hierbei die Zellart spielt. Hierbei wird als
Ausgangsgrolie das Wachstum unbehandelter Kontrollzellen ermittelt und in Bezug
dazu dann die Einflussnahme des MC1R Systems durch Stimulation mit a-MSH

gemessen.
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4.2.1 Sequenzierung des MC1R

4.2.1.1 Auswahl der Primer in der regulatorischen Region des MC1R und PCR
Fur die Sequenzierung des MC1R wurden Primer gewahlt, die sowohl in der
regulatorischen als auch codierenden Region des MC1R liegen.

Als Ausgangmaterial flr die Sequenzierung wurde eine PCR mit den Primerpaaren
1-4 zur Amplifizierung des MC1R Gens durchgefihrt. Als Substrat wurde die
genomische DNA der jeweiligen Zelllinien eingesetzt. Zur Kontrolle wurden die PCR-
Produkte zusammen mit einem 50 bp Stepladder auf ein Agarosegel aufgetragen
und im UV-Licht sichtbar gemacht (Abbildung 6).

Abbildung 6: Agarosegel im UV-Licht mit der amplifizierten MC1R DNA

4.2.1.2 Aufreinigung der amplifizierten DNA

Um die in der PCR amplifizierten Genabschnitte fur die Sequenzierung
aufzubereiten, wurden die PCR-Produkte aufgereinigt. Nach der Kontrolle auf dem
Agarosegel wurde entschieden, ob eine direkte Aufreinigung oder eine Gel-
Extraktion erforderlich ist. War bei der Amplifikation ausschliel3lich eine Bande
entstanden, wurde das PCR-Produkt direkt aufgereinigt. Sofern auf dem Gel mehr
als eine Bande sichtbar wurde, erfolgte eine Gelextraktion. Die aufgereinigte DNA

wurde wiederum auf einem Agarosegel kontrolliert (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Agarosegel im UV-Licht mit dem aufgereinigten PCR-Produkt (MC1R DNA)

4.2.1.3 Sequenzierungs-PCR

Die Polymorphismen werden im Folgenden in Kombination mit der Rezeptorfunktion
und dem Effekt auf die Proliferation anhand der Proliferationsversuche naher erértert.
Tabelle 3 gibt einen Uberblick ber den Zusammenhang zwischen den jeweils
ausgetauschten Basen im MC1R-Gen und der Auswirkung auf die

Aminosauresequenz des MC1R in den einzelnen Zelllinien.

Tabelle 3: In der Tabelle sind die Polymorphismen der jeweiligen Zellinien zusammengefasst. Aus
der Tabelle ist ersichtlich, welche Base in der regulatorischen bzw. codierenden Region im Vergleich
zur Wildtyp-Basensequenz verandert und welcher Basenaustausch erfolgt ist, und ob es sich um
einen heterozygoten oder homozygoten Basenaustausch handelt. Zusatzlich kann man ersehen,
welchen Einfluss der jeweilige Basenaustausch auf die Aminosauresequenz des jeweiligen Rezeptors
nimmt oder ob es sich um eine stumme Mutation handelt.

Melanozytenlinie Basenaustausch Basenaustausch Bezeichnung
nicht kodierende kodierende des
Region Region Polymorphismus

_ 152 statt ¢ -> cit Base 1583 aca —ac(g/a)
B-011 286 statt a -> g As 314 Thr—Stumm WT
_ keine Base 915 gtg— atg
1-014 AS 92 Val-Met VozM
M-012 152 statt ¢ -> cft Base 1583 aca — ac(g/a) WT

197 statt g -> alg As 314 Thr—Stumm

416 statt a -> a/t

E-013 keine Base 1066 cgc—c(a/g)c R142H

AS 142 Arg— His

Base 1583 aca — acg
As 314 Thr—>Stumm
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Fibroblastenlinie Basenaustausch Basenaustausch Bezeichnung des
nicht codierende | codierende Polymorphismus
Region Region

H-211 152 statt ¢ -> c/t keine WT
197 statt g -> a/g
416 statt a -> alt

_ 152 statt ¢ -> c/t Base 1129 cga—-c(a/g)a

C 212 AS 163 Arg —GlIn R163Q
197 statt g -> a/g
416 statt a -> alt

K-214 152 statt ¢ -> c/t Base 819 gtg — (t/9)tg V6EO0L

AS 60 Val—Leu

197 statt g -> a/g
416 statt a -> alt

D-21 3 keine Base 1092 cgc— (t/c)gc R1 51 C

AS 151 Arg—Cys
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4.2.2 Zusammenhang zwischen Zelltyp, MC1R Polymorphismus,
Rezeptorfunktionalitat und Proliferationsverhalten

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Sequenzierung mit den Ergebnissen des

cAMP-ELISA, sowie den Proliferationsexperimenten der jeweiligen Zelllinie korreliert

werden, um die Einflussnahme der MC1R Polymorphismen auf die Rezeptorfunktion

und die Biologie der zwei unterschiedlichen Zelltypen Melanozyten bzw. Fibroblasten

darzustellen.

4.2.2.1 Korrelation der Melanozyten

4.2.2.1.1 Melanozytenlinie B-011 (MC1R Wildtyp)

Die Melanozytenlinie B-011 weist im MC1R-Gen die Wildtyp-Sequenz auf. Die
Stimulierung dieser Rezeptorvariante mit a-MSH fuhrt zu einem Anstieg der
intrazellularen cAMP Konzentration um 53% (p=0,034) im Vergleich zu

unbehandelten Kontrollzellen (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Die Abbildung zeigt die intrazellulare cAMP Konzentration der Melanozytenlinie B-
011. Der schwarze Balken zeigt die unbehandelte Kontrolle, der rote Balken zeigt die Konzentration
nach Behandlung mit a-MSH (‘IO'6 M) fir 20 min. Die Kontrollzellen wurden jeweils als 100% gesetzt
und die stimulierten Zellen darauf bezogen, um die Werte von den Zellzahlen unabhangig zu machen.

(n=5, p=0,034, Fehlerindikator=standard error of mean).
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Betrachtet man das Proliferationsverhalten der Zelllinie, so lasst sich von Tag 0 zu
Tag 2 bei den unbehandelten Kontrollzellen ein Zuwachs von 44% verzeichnen.
Zellen, die mit a-MSH stimuliert wurden, zeigen einen Zuwachs von 56% von Tag 0
auf Tag 2. Demzufolge bewirkt die Stimulation der Zellen mit a-MSH eine signifikante

Wachstumssteigerung um 12% (p= 4,5x10®) (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus den Proliferationsexperimenten der
Melanozytenlinie B-011. Die Proliferation der Zellen ist als Anderung der relativen Fluoreszenz
erkennbar. Als Messzeitpunkte wurde Tag 0 (Zugabe von a-MSH 10°® M) und Tag 2 gewahlt. Die
unbehandelten Kontrolizellen an Tag 0 wurden als 100% gesetzt und alle anderen Werte darauf
bezogen, um die Ergebnisse von den Zellzahlen unabhangig zu machen. (n=12, p=4,5x10'9,

Fehlerindikator=standard error of mean)
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4.2.2.1.2 Melanozytenlinie M-012 (MC1R WT)

Bei der Melanozytenlinie M-012 ist ebenfalls die Wildtypsequenz im MC1R-Gen zu
erkennen.

Diese Zelllinie zeichnet sich ebenfalls durch einen Anstieg der intrazellularen cAMP
Konzentration um 48% (p=0,012) nach Inkubation mit dem Agonisten a-MSH aus
(Abbildung 10).
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Abbildung 10: Die Abbildung zeigt die intrazellulare cAMP Konzentration der Melanozytenlinie M-
012. Der schwarze Balken zeigt die unbehandelte Kontrolle, der rote Balken zeigt die Konzentration
nach Behandlung mit a-MSH (10 M) fiir 20 min. Die Kontrollzellen wurden jeweils als 100% gesetzt
und die stimulierten Zellen darauf bezogen, um die Werte von den Zellzahlen unabhangig zu machen.

(n=5, p=0,012, Fehlerindikator=standard error of mean)
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Das Proliferationsverhalten der Zelllinie ist durch einen Anstieg von 53% von Tag 0
auf Tag 2 gekennzeichnet. Nach der Zugabe von a-MSH zeigt sich ein Wachstum
von 94% von Tag 0 auf Tag 2. Daraus kann man ablesen das die Proliferation durch
Zugabe von a-MSH signifikant um 41% gesteigert wird (p=1,7x10""%) (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus den Proliferationsexperimenten der
Melanozytenlinie M-012. Die Proliferation der Zellen ist als Anderung der relativen Fluoreszenz
erkennbar. Als Messzeitpunkte wurde Tag 0 (Zugabe von a-MSH 10°® M) und Tag 2 gewahlt. Die
unbehandelten Kontrollzellen an Tag 0 wurden als 100% gesetzt und alle anderen Werte darauf
bezogen, um die Ergebnisse von den Zellzahlen unabhiangig zu machen. (n=12, p=1,7x10"°,

Fehlerindikator=standard error of mean).
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4.2.2.1.3 Melanozytenlinie E-013 (MC1R R142H heterozygot)

Die Melanozytenlinie E-013 weist einen heterozygoten Polymorphismus an Base
1066 mit dem Ersatz von Guanin durch Adenin auf. Daraus ergibt sich in der
Aminosauresequenz ein partieller Austausch von Arginin durch Histidin an Position
142 (R142H). Nach Stimulierung des Rezeptors mit a-MSH kommt es zu einem nicht
signifikanten Anstieg des intrazellularen cAMP um 2,5% (p=0,326) (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Die Abbildung zeigt die intrazellulare cAMP Konzentration der Melanozytenlinie E-
013. Der schwarze Balken zeigt die unbehandelte Kontrolle, der rote Balken zeigt die Konzentration
nach Behandlung mit a-MSH (10® M) fiir 20 min. Die Kontrollzellen wurden jeweils als 100% gesetzt
und die stimulierten Zellen darauf bezogen, um die Werte von den Zellzahlen unabhangig zu machen.

(n=5, p=0,326, Fehlerindikator=standard error of mean).
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Das Wachstum dieser Melanozyten liegt von Tag 0 auf Tag 2 gemessen an
unbehandelten Zellen bei 37%. Bei Stimulation der Zellen mit a-MSH zeigt sich eine
Proliferation von 60%. Demzufolge wird die Wachstumsrate durch die Behandlung
mit a-MSH signifikant um 23% gesteigert (p=2,2x107) (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus den Proliferationsexperimenten der
Melanozytenlinie E-013. Die Proliferation der Zellen ist als Anderung der relativen Fluoreszenz
erkennbar. Als Messzeitpunkte wurde Tag 0 (Zugabe von a-MSH 10°® M) und Tag 2 gewahlt. Die
unbehandelten Kontrolizellen an Tag 0 wurden als 100% gesetzt und alle anderen Werte darauf
bezogen, um die Ergebnisse von den Zellzahlen unabhangig zu machen. (n=12, p=2,2x10",

Fehlerindikator=standard error of mean).
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4.2.2.1.4 Melanozytenlinie I-014 (MC1R V92M homozygot)

Die Zellinie 1-014 zeigt in der Basensequenz einen homozygoten Basenaustausch an
Base 915 (Guanin durch Adenin). Fur die Aminosauresequenz bedeutet dies den
Austausch von Valin durch Methionin an Position 92 (V92M). Diese Zelllinie zeigt
einen nicht signifikanten Anstieg des intrazellularen cAMP um 10,5 % (p=0,32) nach

Behandlung mit a-MSH (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Die Abbildung zeigt die intrazellulare cAMP Konzentration der Melanozytenlinie |-
014. Der scharze Balken zeigt die unbehandelte Kontrolle, der rote Balken zeigt die Konzentration
nach Behandlung mit a-MSH (10® M) fiir 20 min. Die Kontrollzellen wurden jeweils als 100% gesetzt
und die stimulierten Zellen darauf bezogen, um die Werte von den Zellzahlen unabhangig zu machen.

(n=5, p=0,32, Fehlerindikator=standard error of mean).
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Die Proliferation der Zellen steigt von Tag 0 auf Tag 2 um 42% an. Nach Behandlung
mit a-MSH erhoht sich die Zuwachsrate signifikant auf 54% von Tag 0 auf Tag 2.
Demzufolge steigert sich dass Wachstum der Zellen um 12% durch die Behandlung
mit dem MC1R Agonist (p=1,5x10?°) (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus den Proliferationsexperimenten der
Melanozytenlinie 1-014. Die Proliferation der Zellen ist als Anderung der relativen Fluoreszenz
erkennbar. Als Messzeitpunkte wurde Tag 0 (Zugabe von a-MSH 10°® M) und Tag 2 gewahlt. Die
unbehandelten Kontrollzellen an Tag 0 wurden als 100% gesetzt und alle anderen Werte darauf
bezogen, um die Ergebnisse von den Zellzahlen unabhangig zu machen. (n=9, p=1,5x10?,

Fehlerindikator=standard error of mean)
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4.2.2.2 Korrelation der Fibroblasten:

4.2.2.2.1 Fibroblastenlinie H-211 (MC1R WT)

Bei der Fibroblastenlinie H-210 findet sich die Wildtyp-Sequenz im MC1R-Gen. Wird
diese Fibroblastenlinie mit a-MSH stimuliert, reagiert sie mit einer Reduktion der

intrazellularen cAMP Konzentration um 60% (p=0,007)(Abbildung 16).
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Abbildung 16: Die Abbilung zeigt die intrazellulare cAMP Konzentration der Fibroblastenlinie H-
211. Der schwarze Balken zeigt die unbehandelte Kontrolle, der rote Balken zeigt die Konzentration
nach Behandlung mit a-MSH (‘IO'6 M) fir 20 min. Die Kontrollzellen wurden jeweils als 100% gesetzt
und die stimulierten Zellen darauf bezogen, um die Werte von den Zellzahlen unabhangig zu machen.

(n=3, p=0,007, Fehlerindikator=standard error of mean)
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Die Proliferation der Zelllinie gemessen an den Kontrollzellen zeigt von Tag 0 auf Tag
2 einen Anstieg von 179%. Die mit a-MSH behandelten Zellen wachsen von Tag 0
auf Tag 2 um 160%. Daraus ergibt sich eine Wachstumsminderung von 19% nach
Stimulation mit a-MSH (p=2,4x107°). Verlangert man das Messintervall von Tag 0 auf
Tag 4 zeigt sich bei den Kontrollzellen ein Zuwachs von 483% und bei den
stimulierten Zellen ein Zuwachs von 434%. Hier betragt die Wachstumsminderung
49% durch die Behandlung mit a-MSH (p=5x107°) (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus den Proliferationsexperimenten der
Fibroblastenlinie H-211. Die Proliferation der Zellen ist als Anderung der relativen Fluoreszenz
erkennbar. Als Messzeitpunkte wurden Tag 0 (Zugabe von a-MSH 10® M), Tag 2 und Tag 4 gewahlt.
Die unbehandelten Kontrollzellen an Tag 0 wurden als 100% gesetzt und alle anderen Werte darauf
bezogen, um die Ergebnisse von den Zellzahlen unabhangig zu machen. (n=12, p=2,4x10° (d2),

p=5x10'5 (d4), Fehlerindikator=standard error of mean).
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4.2.2.2.2 Fibroblastenlinie C-212 (MC1R R163Q heterozygot)

Die Fibroblastenlinie C-212 weist einen heterozygoten Polymorphismus an Base
1129 (Guanin durch Adenin) auf, der auf Aminosaureebene an Position 163 den
partiellen Ersatz von Arginin durch Glycin bewirkt (R163Q). Der Effekt von a-MSH
auf diese Rezeptorvariante zeigt im Trend eine Verminderung des intrazellularen

cAMP Spiegels um 26% (p=0,1) (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Die Abbildung zeigt die intrazellulare cAMP Konzentration der Fibroblastenlinie C-
212. Der schwarze Balken zeigt die unbehandelte Kontrolle, der rote Balken zeigt die Konzentration
nach Behandlung mit a-MSH (10® M) fiir 20 min. Die Kontrollzellen wurden jeweils als 100% gesetzt
und die stimulierten Zellen darauf bezogen, um die Werte von den Zellzahlen unabhangig zu machen.

(n=3, p=0,1, Fehlerindikator=standard error of mean)
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Das Wachstum der Kontrollzellen betragt gemessen von Tag 0 auf Tag 2 89%.
Zellen die mit a-MSH behandelt wurden, wachsen um 87%. Durch die Behandlung
mit dem MC1R Agonisten zeigt sich demzufolge eine nicht signifikante
Proliferationsminderung um 2% (p=0,09). Bei verlangertem Messintervall von Tag 0
bis Tag 4 zeigt sich bei den Kontrollzellen ein Wachstum von 720% und bei den
behandelten Zellen ein Zuwachs von 712%. Die Proliferatinonsminderung betragt
hier 8% und ist ebenfalls nicht signifikant (p=0,06) (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus den Proliferationsexperimenten der
Fibroblastenlinie C-212. Die Proliferation der Zellen ist als Anderung der relativen Fluoreszenz
erkennbar. Als Messzeitpunkte wurden Tag 0 (Zugabe von a-MSH 10°® M), Tag 2 und Tag 4 gewahlt.
Die unbehandelten Kontrollzellen an Tag O wurden als 100% gesetzt und alle anderen Werte darauf
bezogen, um die Ergebnisse von den Zellzahlen unabhangig zu machen. (n=12, p=0,09 (d2), p=0,06

(d4), Fehlerindikator=standard error of mean).
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4.2.2.2.3 Fibroblastenlinie D-213 (MC1R R151C heterozygot)

Die Fibroblastenlinie D-213 zeigt eine Variante des MC1R, die charakterisiert ist
durch den heterozygoten Basenaustausch an Position 1092 (Cytosin durch Thymin).
In der Aminosauresequenz spiegelt sich das an Position 151 durch den Austausch
von Arginin durch Cystein (R151C) wieder. Diese Zelllinie reagiert auf die Zugabe
von o-MSH mit einem nicht signifikanten cAMP Anstieg von 0,6% (p=0,49)

(Abbildung 20).
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Abbildung 20: Die Abbildung zeigt die intrazellulare cAMP Konzentration der Fibroblastenlinie D-
213. Der schwarze Balken zeigt die unbehandelte Kontrolle, der rote Balken zeigt die Konzentration
nach Behandlung mit a-MSH (‘IO'6 M) fir 20 min. Die Kontrollzellen wurden jeweils als 100% gesetzt
und die stimulierten Zellen darauf bezogen, um die Werte von den Zellzahlen unabhangig zu machen.

(n=3, p=0,49, Fehlerindikator=standard error of mean).
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Die Proliferation ist gekennzeichnet durch einen Zuwachs von 153% von Tag O bis
Tag 2 bei den Kontrollzellen und von 150% bei den stimulierten Zellen. Die
Wachstumshemmung durch a-MSH liegt demnach bei 3% (p=0,16). Im verlangerten
Messintervall von Tag 0 bis Tag 4 zeigt sich ein Proliferationszuwachs von 259% bei
den unbehandelten Zellen und 253% bei den behandelten Zellen. Hier betragt die
Wachstumshemmung demnach 6% (p=0,07). Somit kann kein signifikanter Einfluss
auf die Proliferation der Fibroblastenlinie D-213 durch a-MSH nachgewiesen werden
(Abbildung 21).
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Abbildung 21: Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus den Proliferationsexperimenten der
Fibroblastenlinie D-213. Die Proliferation der Zellen ist als Anderung der relativen Fluoreszenz
erkennbar. Als Messzeitpunkte wurden Tag null (Zugabe von a-MSH 10°® M), Tag zwei und Tag vier
gewahlt. Die unbehandelten Kontrollzellen an Tag null wurden als 100% gesetzt und alle anderen
Werte darauf bezogen, um die Ergebnisse von den Zellzahlen unabhangig zu machen. (n=12, p=0,16

(d2), p=0,07 (d4), Fehlerindikator=standard error of mean).
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4.2.2.2.4 Fibroblastenlinie K-214 (MC1R V60L heterozygot)

Die Fibroblastenlinie K-214 ist in der Basensequenz durch den heterozygoten
Austausch von Guanin zu Thymin an Base 819 gekennzeichnet. Fur die Abfolge der
Aminosauren bedeutet dies einen partiellen Austausch von Valin zu Leucin an
Position 60 (V60L). Die Reaktion der Zellen auf die Stimulierung mit a-MSH resultiert
in einem Anstieg des intrazellularen cAMP um 26% (p=0,26) (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Die Abbildung zeigt die intrazellulare cAMP Konzentration der Fibroblastenlinie K-
214. Der schwarze Balken zeigt die unbehandelte Kontrolle, der rote Balken zeigt die Konzentration
nach Behandlung mit a-MSH (10® M) fiir 20 min. Die Kontrollzellen wurden jeweils als 100% gesetzt
und die stimulierten Zellen darauf bezogen, um die Werte von den Zellzahlen unabhangig zu machen.

(n=3, p=0,26, Fehlerindikator=standard error of mean).
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Die Proliferation der Zellen zeigt sich in einem Zuwachs um 79% im Intervall Tag 0
bis Tag 2 bei den Kontrollzellen und 76% bei den mit a-MSH behandelten Zellen.
Demnach bewirkt die Behandlung mit a-MSH eine Proliferationshemmung von 3% im
Zeitintervall Tag 0 bis 2 (p=0,06). Im verlangerten Messintervall von Tag 0 bis Tag 4
zeigt sich bei den Kontrollzellen ein Zuwachs von 137% und bei den stimulierten
Zellen ein Wachstum von 131%. Hier liegt die Proliferationshemmung durch a-MSH
bei 6% (p=0,06). Somit kann kein signifikanter Einfluss auf die Proliferation der
Fibroblastenlinie K-214 durch a-MSH nachgewiesen werden (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Die Abbildung zeigt die Mittelwerte aus den Proliferationsexperimenten der
Fibroblastenlinie K-214. Die Proliferation der Zellen ist als Anderung der relativen Fluoreszenz
erkennbar. Als Messzeitpunkte wurden Tag 0 (Zugabe von a-MSH 10°® M), Tag 2 und Tag 4 gewahlt.
Die unbehandelten Kontrollzellen an Tag null wurden als 100% gesetzt und alle anderen Werte darauf
bezogen, um die Ergebnisse von den Zellzahlen unabhangig zu machen. (n=12, p=0,06 (d2), p=0,06

(d4), Fehlerindikator=standard error of mean).
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4.3 Zusammenfassung:

Melanozyten und Fibroblasten zeigen in Abhangigkeit vom MC1R Polymorphismus
eine unterschiedliche Rezeptorfunktion.

Die Melanozyten mit der MC1R Wildtyp-Gensequenz zeigen einen signifikanten
Anstieg in der intrazellularen cAMP Konzentration nach Stimulation mit a-MSH,
wahrend Melanozyten mit homo- oder heterozygoten Polymorphismen im MC1R
einen deutlich geringeren cAMP Anstieg aufweisen, der zudem nicht signifikant ist.
Bei den Fibroblasten zeigt sich im Gegensatz zu den Melanozyten eine signifikante
Reduktion des intrazellularen cAMP Spiegels bei der MC1R-Wildtyp-Zelllinie H-211
In Bezug auf die Proliferation der Zellen zeigt sich, dass die Melanozyten generell mit
einer Wachstumssteigerung auf die Stimulation mit a-MSH reagieren, wahrend sich
bei den Fibroblasten eher eine Wachstumshemmung zeigt. Wahrend dieser Effekt
bei den Melanozyten trotz eingeschrankter Rezeptorfunktion erhalten bleibt, zeigt
sich bei den Fibroblasten lediglich eine signifikante Wachstumsminderung bei
signifikanter Minderung des cAMP Spiegels in der MC1R-Wildtyp-Linie H-211.
Dieses reziproke Muster ist nach Stimulation der Fibroblasten mit a-MSH in den drei
Linien mit heterozygoten Polymorphismen des MC1R (C-212, D-213, K-214) jedoch
nicht nachweisbar: es zeigen sich keine signifikanten Anderungen weder in den

intrazellularen cAMP-Spiegeln, noch im Rahmen der Proliferationsassays.
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5 Diskussion

5.1 Bedeutung des Melanocortin-1 Rezeptors fiir Melanozyten und

Fibroblasten der Haut: Aktuelle Daten

- Das POMC System insbesondere der MC1R und sein Ligand a-MSH spielen eine
wichtige Rolle bei vielen physiologischen und pathophysiologischen Vorgangen in
der Haut [108-111]. Der MC1R wird auf nahezu allen Zellarten der Haut exprimiert
[84, 102]. Ausserdem ist die Haut in der Lage a-MSH zu synthetisieren [84].

- Zunachst standen Untersuchungen an Melanozyten im Vordergrund, da a-MSH
durch Bindung an den MC1R und dessen Aktivierung eine Schlusselrolle im
Pigmentsystem der Haut und somit im Schutzsystem gegen UV-Schaden spielt [53].
Es konnte ein Zusammenhang zwischen dysfunktionalen MC1R Polymorphismen
und einem erhohten Hautkrebsrisiko hergestellt werden.

- Neuere Untersuchungen zeigen, dass der MC1R bzw. a-MSH ebenfalls eine Rolle
im kutanen Immunsystem spielen und Fibroblasten in ihrer Funktion beeinflussen
konnen [84, 102]. Daher liegt der Einfluss von a-MSH auf pathologische Prozesse
des kutanen Immunsystems und des Kollagenstoffwechsels nahe. Unter anderem
scheint a-MSH in dermalen Fibroblasten die TGF-1 vermittelte Kollagensynthese zu
beeinflussen, indem es durch eine Hochregulation interstitieller Kollagenasen einen
antifibrotischen Effekt entfaltet [102]. Im Mausmodell der Sklerodermie reduziert a-
MSH die Bleomycin-induzierte Kollagensynthese und die damit verbundene
Gewebsfibrose [112]. Ebenso gibt es Hinweise fur eine zytoprotektive und
antiapoptotische Wirkung von a-MSH auf dermale Fibroblasten [113]. Es wird
postuliert, dass die Effekte von a-MSH auch bei Fibroblasten Uber den MC1R mit
nachfolgender Aktivierung der Adenlyatcylclase und intrazellularem cAMP-Anstieg
hervorgerufen werden [102].

- Zur Rolle der MC1R Polymorphismen bei Melanozyten liegen umfangreiche
Untersuchungen vor [25, 28, 31, 34, 114, 115]. Es konnte gezeigt werden, dass
bestimmte Varianten, insbesondere  Arg142His, Arg151Cys, Arg160Trp und
Asp294His mit einem hellen Hauttyp, rotem Haar sowie schlechtem
Braunungsvermdgen assoziiert sind. Funktionelle Analysen der unterschiedlichen
Rezeptorvarianten zeigten eine eingeschrankte Rezeptorfunktion abhangig von den

Polymorphismen [34, 53]. Es konnte aufgezeigt werden, dass eine eingeschrankte
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MC1R Rezeptorfunktion nicht nur die Pigmentierung beeinflusst, sondern auch DNA-
Reparatur und Apoptose und dadurch ein erhohtes Hautkrebsrisiko bedingt [53].

- Welche Rolle die MC1R Polymorphismen in der Funktion der Fibroblasten spielen
wurde bisher nicht untersucht.

In unserer aktuellen Studie wollten wir den Einfluss von MC1R Polymorphismen auf
die Rezeptorfunktionalitdt und die Physiologie der Fibroblasten untersuchen und
diese den bereits besser untersuchten Melanozyten gegenuberstellen. Ziel unserer
Untersuchung war es, Hinweise zu erhalten, ob die Polymorphismen des MC1R nicht
nur eine Bedeutung fur die individuelle Pigmentierung haben, sondern ob sie sich
auch auf physiologische bzw. pathologische Prozesse die Fibroblasten betreffend
auswirken konnten. Dies ware fur die Entwicklung von Hypothesen zur
Pathophysiologie und fur therapeutische Ansatze beispielsweise im Rahmen von

Wundheilung, Keloidbildung oder fibrosierenden Dermatosen interessant.

5.2 Reaktion der Fibroblasten und Melanozyten auf die Stimulation
mit a-MSH im Vergleich

Zunachst haben wir untersucht, ob sich Gemeinsamkeiten bzw. Unterschiede zweier
unterschiedlicher Zellarten — Melanozyten und Fibroblasten — auf die Behandlung mit
a-MSH aufzeigen lassen.

a-MSH aktiviert den MC1R und es kommt cAMP-vermittelt zur Induktion einer
komplexen Signalkaskade, die unter anderem in die Aktivierung des MITF
Transkriptionsfaktors mindet. MITF setzt wiederum die Transkription bestimmter
Gene in Gang, die unter anderem fur die Pigmentierung (Tyrosinase), Proliferation
von Melanozyten (z. B. Tyrosinase related peptides) oder den Kollagenstoffwechsel
von Bedeutung sind [51].

Wir konnten mit unseren Untersuchungen bestatigen, dass die Behandlung von
Melanozyten mit a-MSH uber den MC1R zu einem Anstieg der intrazellularen cAMP
Konzentration fuhrt und dass Melanozyten durch die Zugabe von a-MSH eine
Stimulation der Proliferation erfahren [89, 90].

Im Gegensatz dazu ist die Anderung der intrazellularen cAMP Konzentration nach
Stimulation mit o-MSH bei den Fibroblasten nicht signifikant. Unsere
Untersuchungen zeigen insgesamt eine Tendenz zur Verminderung der

intrazellularen cAMP Konzentration. Dieses mehrfach, im Rahmen der
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Polymorphismen-Analyse, reproduzierte Ergebnis steht im Gegensatz zu bisher
publizierten Daten, insbesondere von Bohm et al. [102].

Desweiteren konnten wir nachweisen, dass die Behandlung mit a-MSH eine
signifikante Wachstumshemmung bei Fibroblasten bewirkt.

Dies war bisher noch nicht bekannt und kénnte mit den bereits untersuchten

antifibrotischen Eigenschaften von a-MSH zusammenhangen [102].

5.3 Einfluss der MC1R Polymorphismen auf das
Reaktionsverhalten von Melanozyten und Fibroblasten

5.3.1 Ergebnisse der Sequenzierung

Im nachsten Schritt wurde die Rolle der MC1R Polymorphismen untersucht.
Wahrend Uber den Einfluss der MC1R Polymorphismen auf die Biologie der
Melanozyten Daten vorliegen [34, 53], ist die Rolle der Varianten in der
Rezeptorfunktionalitdt anderer Zelltypen der Haut wie den Fibroblasten bisher
unbekannt.

Die genetische Sequenzierung von 4 Melanozytenlinien, sowie 4 Fibroblastenlinien
bestatigte die ausgepragte Polymorphitat des MC1R Gens. Bei den Melanozyten
wiesen zwei Zellinien die Wildtypsequenz auf. Bei den Fibroblasten konnte ebenfalls
eine Wildtypsequenz nachgewiesen werden. Ferner zeigten zwei melanozytare
Linien, sowie drei Fibroblastenlinien einen Polymorphismus im MC1R-Gen. Diese
konnten bei den Melanozyten als R142H (heterozygot) und V92M (homozygot) und
bei den Fibroblasten als R163Q, V60L sowie R151C (jeweils heterozygot) identifiziert
werden.

Diese Allele sind statistisch teilweise stark (R151C) [30], teils schwacher (V60L,
VI2M, R163Q) [30] mit dem RHC-Phanotyp assoziiert, wobei fur den R142H

Polymorphismus statistische Daten fehlen.

5.3.2 Ergebnisse des cAMP-ELISA

Um die Auswirkung der identifizierten Polymorphismen auf die Rezeptorfunktionalitat
zu prifen, bestimmten wir die intrazellularen cAMP Spiegel ohne und nach
Stimulation durch a-MSH. Unsere Ergebnisse belegen, dass die Zellen, die die
Wildtypsequenz aufweisen, mit einer signifikanten Anderung der cAMP Konzentration
nach Zugabe von a-MSH reagieren. Die Melanozyten weisen nach Stimulation einen

signifikanten Anstieg des intrazellularen cAMP Spiegels auf. Demgegenlber zeigt
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sich bei der Fibroblastenlinie mit der MC1R-Wildtypsequenz eine signifikante
Reduktion der cAMP Konzentration nach Zugabe von a-MSH.

Die Melanozyten, die einen MC1R Polymorphismus aufweisen, zeigten eine deutlich
geringere, nicht-signifikante Reaktion auf o-MSH mit einem abgeschwachten
intrazellularen cAMP Anstieg. Dabei war flr die beiden unterschiedlichen
Polymorphismen (R142H heterozygot, V92M homozygot) kein Unterschied
erkennbar. Dies konnte durch einen Gen-Dosis-Effekt bedingt sein, da es sich beim
beim V92M um ein schwaches RHC Allel handelt, wobei der R142H Polymorphismus
bisher nicht ausreichend charakterisiert ist [30].

Bei den Fibroblasten mit einem MC1R Polymorphismus (alle heterozygot) ist die
Reaktion auf a-MSH ebenfalls deutlich schwacher ausgepragt. Allerdings scheint die
Reaktionsweise hier heterogener. Wahrend R163Q eine Tendenz zur Reduktion der
cAMP Konzentration zeigt, bedingt R151C kaum eine Reaktion bzw. eine minimale
Steigerungstendenz. V60L zeigt ebenfalls keine signifikante Anderung der cAMP
Konzentration, hier ist die Steigerungstendenz der intrazellularen cAMP
Konzentration aber deutlicher ausgepragt. Insgesamt ist aber festzustellen, dass der
Effekt von a-MSH, der in Wildtyp-Fibroblasten (signifikanter Abfall des cAMP
Spiegels) zu beobachten ist, in Fibroblasten mit einem MC1R Polymorphismus
teilweise bzw. vollstandig aufgehoben wird. Diese Effekte lassen sich bei den
Fibroblasten in unserer Untersuchung nicht mit der Starke des RHC-Allels, wie bei
den Melanozyten beschrieben, korrelieren.

Unsere Ergebnisse fur die Melanozyten in Bezug auf die unterschiedliche
Rezeptorfunktionalitat in Abhangigkeit des MC1R Polymorphismus entsprechen den
publizierten Daten [34].

Bezuglich der Fibroblasten stehen unsere Ergebnisse im Gegensatz zu dem von
Bohm et al. 2004 postuliertem intrazellularem cAMP Anstieg in Fibroblasten nach
Behandlung mit a-MSH [102]. Signifikant ist dieser Gegensatz bei der Zellinie mit der
Wildtypsequenz. Dieser Effekt relativiert sich in den anderen Fibroblasten, die einen
Polymorphismus im MC1R-Gen aufweisen. Es zeigt sich wie auch bei Bohm et al.
eine Steigerungstendenz der intrazellularen cAMP Konzentration, jedoch in keinem
Fall ein signifikanter Anstieg.

Unsere Ergebnisse geben also deutliche Hinweise darauf, dass die MC1R
Polymorphismen in Fibroblasten, ebenso wie in Melanozyten, eine Auswirkung auf

die Rezeptorfunktionalitdt haben und dass sich die Funktionsweise des MC1R in
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Abhangigkeit vom Zelltyp grundlegend unterscheidet. Uber welche Mechanismen die
zelltypspezifische Rezeptorfunktionalitat vermittelt wird ist bisher noch nicht
untersucht. Mogliche Ansatzpunkte fur eine Erklarung konnten in der intrinsichen
Aktivitat des MC1-Rezeptors und in dessen Regulierungsmechanismen

(Rezeptorphosphorylierung, -internalisierung und Abbau/Recycling) liegen.

5.3.3 Ergebnisse aus den Proliferationsversuchen:

In einem nachsten Schritt wird die Auswirkung der MC1R Polymorphismen auf die
Physiologie der Zellen untersucht. Da® a-MSH Uber den MC1R mitogen und
melanogen auf Melanozyten wirkt, wurde beschrieben [90]. Ebenfalls ist bekannt,
dass a-MSH sich auf die Kollagensynthese in Fibroblasten auswirkt [102]. Die
Auswirkung von a-MSH auf die Proliferation von Fibroblasten wurde bislang jedoch
nicht untersucht.

Die Proliferation ist ein weiterer Parameter, um die Physiologie zweier Zellarten mit
unterschiedlichen Funktionen und unterschiedlicher Spezialisierung zu vergleichen.
Scott et al. postulierte eine Abhangigkeit der Proliferation vom MC1R
Polymorphismus bei Stimulation mit a-MSH. Die Arbeitsgruppe zeigte auf, dass
sowohl die Wildtyp-Melanozyten als auch die Melanozyten mit einem MC1R-
Polymorphismus mit einer dosisabhangigen Proliferationssteigerung auf die
Stimulation mit a-MSH in unterschiedlichen Konzentrationen reagieren. Der
Proliferationsanstieg lie3 sich allerdings nicht immer direkt mit der
Rezeptorfunktionalitat korrelieren [34].

Wir untersuchten in unseren Experimenten die Rolle der MC1R Polymorphismen auf
die Proliferation der Fibroblasten im Vergleich zu Melanozyten.

Bei den Melanozyten zeigen die Proliferationsexperimente, dass kein eindeutiger
Zusammenhang zwischen den Polymorphismen mit der jeweiligen Auswirkung auf
die Rezeptorfunktion bzw. die Proliferationssteigerung besteht. Beide Zellinien mit
der Wildtypsequenz reagieren mit einer nahezu identischen Steigerung der
intrazellularen cAMP Konzentration nach Stimulation mit a-MSH. Dies spricht fur eine
nahezu identische Rezeptorfunktionalitat. Dies spiegelt sich bei beiden MC1R
Wildtypmelanozyten in einer signifikanten Proliferationssteigerung wider. Allerdings
zeigen die Zellinien mit den heterozygoten Polymorphismen R142H und dem
homozygoten Polymorphismus Vo2M ebenfalls eine signifikante

Proliferationssteigerung, obwohl die Rezeptorfunktionalitdt (cAMP) bedeutend
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eingeschrankt ist. Diese Daten stehen im Einklang mit den Ergebnissen der
Arbeitsgruppe Scott [34].

Es lalt sich also folgern, dass bereits eine geringe Aktivierung des MC1R einen
Stimulus fur die Proliferation darstellt. Allerdings spielen bei der Proliferation
sicherlich weitere Faktoren eine Rolle, sodass der durch die Rezeptoraktivierung
gesetzte mitogene Stimulus in den unterschiedlichen Zelllinien individuell umgesetzt
wird, beispielsweise bedingt durch individuelle Unterschiede in der Transkription
verschiedenster an der Proliferation beteiligter Gene bzw. der Translation der
entsprechenden Proteine.

Bei den Fibroblasten konnten wir erstmals zeigen, dass die Aktivierung des MC1R
zu einer Proliferationshemmung fuhrt. In Bezug auf die Funktionalitat des Rezeptors
zeigte sich ein heterogenes Aktivierungsmuster abhangig von den jeweiligen
Polymorphismen. Wir konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass der Rezeptor
mit der starksten cAMP-Anderung (Wildtyp) mit der starksten Wachstumshemmung
assoziiert ist. Die Zellinien die heterozygote Polymorphismen aufweisen reagierten
ebenfalls mit einer, wenngleich schwacher ausgepragten Tendenz zur
Wachstumshemmung.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Aktivierung des MC1R in Fibroblasten im
Gegensatz zu Melanozyten keine promitogene Wirkung entfaltet. Dies kdnnte ein
Hinweis darauf sein, dass die Stimulation des MC1R auf unterschiedlichen Zellarten
unterschiedliche, an die spezielle Funktion der Zelle adaptierte Signalwege aktiviert,
um so einen funktionellen Synergismus bzw. Antagonismus physiologischer
Prozesse zu bewirken. Allerdings zeigt sich in den Fibroblasten, dass der Effekt von
a-MSH auf die Proliferation eine starkere Anderung der intrazellularen cAMP Spiegel
erfordert.

5.4 Fazit

Es ist uns gelungen, erstmalig den Einfluss von MC1R Polymorphismen auf die
Rezeptorfunktionalitdt und deren biologische Bedeutung an Fibroblasten
darzustellen. Wir untersuchten diese Zellart parallel zu Melanozyten, in deren
Physiologie die Schlusselrolle der MC1R Polymorphismen bereits belegt ist und die
daher als Positivkontrolle unserer Experimente dienten [34, 53]. Unsere Ergebnisse
bestatigen die Uberlegung, dass a-MSH (iber den MC1R sowohl in Melanozyten als

auch in Fibroblasten funktionell bedeutsam ist, und dass die Rezeptorfunktionalitat in
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Assoziation mit dem MC1R Polymorphismus eine zellspezifisch unterschiedliche
Rolle spielt.

Der gegensatzliche Effekt der Stimulation mit a-MSH auf die Proliferation der beiden
Zellarten konnte ein Hinweis auf die Rolle des kutanen POMC Systems als wichtiges
Kommunikationssystem, Adaptationssystem und Koordinationsystem der Haut sein.
Aus dieser Schlusselrolle des POMC-Systems der Haut und dem ubiquitaren
Vorkommen sowohl der entsprechenden Liganden (u. a. a-MSH) bzw. Rezeptoren
(u. a. MC1R) lasst sich auf seine Bedeutung fur Veranderungen der Haut schliel3en.
Es ist belegt, dass das POMC-System durch die MC1R Polymorphismen eine
SchlUsselrolle bei der individuellen Pigmentierung spielt und somit Uber die
unterschiedlichen Hautphanotypen einen wesentlichen Risikofaktor fur die
Melanomentstehung darstellt [29]. In Bezug auf die Fibroblasten scheint a-MSH
durch Modulierung des Kollagenstoffwechsels zunacht eine antifibrotische Wirkung
zu entfalten [112]. Unsere Ergebnisse legen nahe, dass diese antifibrotischen
Eigenschaften maoglicherweise auch durch eine Hemmung der
Fibroblastenproliferation vermittelt werden. Dem POMC-System konnte so im
Rahmen der chronischen UV-Exposition mit kontinuierlicher kutaner o-MSH
Sekretion auch eine pathophysiologische Rolle bei der lichtinduzierten Hautalterung
zukommen.

Unsere Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass die MC1R Polymorphismen - neben
der Bedeutung fur die Melanomgenese - weitere pathologische Prozesse beinflusst.
Beispielsweise konnte die Assoziation zwischen Polymorphismus,
Rezeptorfunktionalitdt und  biologischem  Zellverhalten einen  maoglichen
Erklarungsansatz liefern, warum sich die Inzidenzen verschiedener Dermatosen und
Tumoren in Bevodlkerungen mit unterschiedlichem Hauttyp unterscheiden.
Ausserdem konnte die Bestimmung der MC1R Polymorphismen zur Einschatzung
der Prognose beispielsweise der Sklerodermie herangezogen werden. Diese
Uberlegungen  kénnten nur durch  umfangreiche  Bevdlkerungs-  und
krankheitsbezogene Untersuchungen, die das gesamte Spektrum des MC1R

Polymorphismus umfassend abbilden, belegt werden.
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