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1 EINLEITUNG

1.1 Expression des Proopiomelanocortin (POMC)-Gens

beim Menschen

Proopiomelanocortin (POMC) ist das Precursormolekul fur eine Reihe bioaktiver
Peptide, die in der menschlichen Hypophyse und in peripheren Geweben
gefunden wurden. Dazu gehdren unter anderen Adrenocorticotropes Hormon
(ACTH), R-Endorphin, B-Lipotropin (3-LPH), a-, B- und y-Melanotropin (-MSH)

und corticotropin-like intermediate lobe peptide (CLIP).

Das POMC-Gen ist mehr als 500 Millionen Jahre ,alt* und kommt wahrscheinlich
schon bei Wirmern, Mollusken, GliederfiiR3lern und sogar Einzellern vor (Denef et
al., 1998; Salzet et al., 1997; LeRoith et al., 1982).

Das menschliche POMC-Gen umfal3t 7665 Basenpaare, ist auf Chromosom 2
(p23) lokalisiert und besteht aus 3 Exons und 2 Introns (Abb. 1). Exon 1 enhalt
eine nicht-kodierende Region, Exon 2 kodiert hauptsachlich das fur zelluléare
Translokation und Sekretion wichtige N-terminale Signalpeptid und Exon 3 die

verschiedenen bioaktiven Peptide (Bertagna et al., 1994; Hollt et al., 1993).

Die Umschreibung (Transkription) des POMC-Gens in mRNA erfolgt im

menschlichen Organismus in Abhangigkeit vom Ort seiner Expression.

In der menschlichen Hypophyse fuhrt der Transkriptionsprozel3 zu einer mRNA
von 1072 Basen (Takahashi et al., 1983). Die Translation zum Protein fuhrt dann
zum 267 Aminosaurereste umfassenden Pra-POMC und die Abspaltung des
Signalpeptids vom N-Terminus fuhrt schlieBlich zum 241 Aminosauren
umfassenden POMC (Bertagna et al., 1994; Hollt et al., 1993).

Die Expression in den peripheren Geweben unterscheidet sich sowohl qualitativ
als auch quantitativ von der hypophyséaren Expression. Wahrend das POMC-Gen
in der Hypophyse und im ZNS abzuglich der Introns vollstdndig (ca. 1,1

Kilobasen) transkribiert wird, ist das Transkript in den peripheren Geweben mit



meist nur 0,8-0,9 Kilobasen deutlich kurzer. Dem Translationsprodukt dieses
kurzen Transkripts fehlt nach dem derzeitigen Kenntnisstand das N-terminale
Signalpeptid, welches unter anderem fir das Ausschleusen aus dem
Synthesekompartiment verantwortlich gemacht wird (Autelitano et al., 1989;
Lacaze-Masmonteil, 1987). Es ist also anzunehmen, dal} im peripheren Gewebe

exprimiertes POMC eher lokal, also intrazellular, einen Funktionsbereich hat.

Lange Transkripte aul3erhalb der Hypophyse wurden beim Menschen unter
anderem in ACTH-bildenden Tumoren (Clark et al., 1989; deKreyzer et al., 1985)
gefunden. Auch die Prozessierung dieser Transkripte erfolgt offensichtlich anders

als in der Hypophyse.

Exon 1 Exon 2 Exon3 Poly-A
Intron A Intron B
POMC-Gen —> 5™ — 3
( 7665 Basenpaare) : - ; :
Transkription — — — — — — — — — >

POMC-mRNA/Hypophyse (1072 Basen) ——>

Periphere POMC-Variante (ca. 800 Basen)

Translaton — - - — — — — — — — — — — — — — — — _ >

Pr&POMC/Hypophyse (267 Aminosduren) ——

Abspaltung des Signalpeptids D

POMC/Hypophyse (241 Aminoséuren)

A\ 4

Abb.1 Expression von Proopiomelanocortin beim Menschen:
Transkription des POMC-Gens (DNA) in POMC-mRNA,
Translation der POMC-mRNA in die Aminoséauresequenz des Pra-
POMC und Uberfihrung des Pra-POMC unter Abspaltung des
Signalpeptids in POMC (nhach: Teschemacher, 2003)



1.2 Vorkommen des POMC im menschlichen

Organismus

Der urspringlich untersuchte Ort der POMC-Expression war die Hypophyse. Die
Existenz von POMC-mRNA und POMC-Derivaten auf3erhalb der Hypophyse
wurde jedoch spéter von vielen Autoren beschrieben. POMC findet sich im
Hypothalamus, in der Amygdala und in der Grol3hirnrinde. Zum endokrinen
System gehdrend sind mannliche und weibliche Gonaden (Chen et al., 1986) und
die Placenta (Grigorakis et al., 2000 zu nennen. Aufierdem wurden POMC und
seine Derivate in Zellen des Immunsystems, wie Monozyten/Makrophagen der
Hoden (Pintar et al., 1984), in der Lunge, sowie in Bronchialkarzinomen und in
der Milz, in Thymozyten bzw. T-Zellen (Blalock et al., 1985) und in Thy-1+Zellen
(Farooqui et al.,, 1995) sowie in Geweben der inneren und A&ul3eren
Korperbegrenzung, d.h. in der Haut (Slominski et al., 2000a, 2000b, 1998, 1995,
1993, 1992; Luger et al., 1999a, 1999b, 1998; Chakraborty et al., 1996; Schauer
et al., 1994;) und im Gastrointestinaltrakt sowie in fur die Steuerung von
Stoffwechsel und Wasser- und Elektrolythaushalt relevanten Organen (Leber,

Niere) gefunden (Zhou et al., 1993; DeBold et al., 1988, 1982).

1.2.1 Hypophyse

Expression und post-translationale Prozessierung des POMC wurden am Beispiel

des hypophysadren POMC am genauesten untersucht (Abb. 2).

POMC-mRNA wurde erstmals mittels Northern Blot 1979 aus dem
Hypophysenmittellappen von Rindern isoliert (Nakanishi et al., 1979). Bis zu
diesem Zeitpunkt gab es nur radioimmunologische und immunhistochemische

Nachweismethoden fir POMC und seine Fragmente.

1.2.1.1 Corticotrophes und melanotrophes System

POMC unterliegt posttranslationalen Spaltungsmechanismen (Abb. 2). Die
Prozessierung des POMC erfolgt mittels zweier unterschiedlicher Enzym-

Systeme, dem corticotrophen, welches sich bei niederen Saugern wie der Ratte in



corticotrophen Zellen des Hypophysenvorderlappens befindet, und dem
melanotrophen System, welches bei der Ratte in melanotrophen Zellen des

Hypophysenmittellappens lokalisiert ist (Bertagna et al., 1994).

Beim erwachsenen Menschen ist der Hypophysenmittellappen nicht mehr
vorhanden, eine klare anatomische Trennung des corticotrophen vom
melanotrophen System gibt es nicht mehr. Trotzdem verfigt der Mensch Uber
beide Prozessierungssysteme, die nach wie vor unterschiedlich reguliert und
beide von Zellen des Hypophysenvorderlappens exprimiert werden
(Teschemacher, 2003).

Durch das corticotrophe Enzym-System der Hypophyse wird POMC in einige
wenige Fragmente wie das N-terminale 16K-Fragment, ACTH und R-LPH
gespalten, wobei ein kleiner Teil von R3-LPH wiederum in 3-Endorphin und y-LPH
gespalten wird (Abb. 2) (Bertagna et al., 1994; Zhou et al.,, 1993). Diese
Spaltungsprozesse erfolgen hauptsachlich durch das Enzym Prohormon-
Konvertase 1 (PC1). Die Weiterprozessierung in kleinere Fragmente durch das
melanotrophe Enzym-System erfolgt Gber die Prohormon-Konvertase 2 (PC2). Zu
dieser ,melanotrophen® Gruppe der POMC-Derivate gehoren a-, 3- und y-MSH,
joining peptide, corticotropin-like intermediate lobe peptide (CLIP) und
R-Endorphin-Fragmente (Abb. 2). Diese POMC-Derivate werden weiter
modifiziert. ACTH wird N-terminal, soweit nicht bereits erfolgt, phosphoryliert
(Mains et al., 1983), joining peptide und o-MSH werden C-terminal amidiert
(Seidah et al., 1981) und die R-Endorphin-Fragmente und a-MSH werden N-
terminal acetyliert. Die Amidierung fuhrt im Falle von a-MSH zur biologischen
Aktivierung, die anschlieBende N-terminale Acetylierung erhoht die Aktivitat von
a-MSH (Slominski et al., 2000a). Im Gegensatz dazu verlieren die 3-Endorphin-
Fragmente durch den N-Acetylierungsschritt ihre Opioid-Aktivitat, fur die der

N-Terminus verantwortlich ist (Slominski et al., 2000a).



Proopiome anocortin (POMC)

16K -Fragment ACTH [3-Lipotropin (3-LPH)
)\ /K gamma-LPH [3-Endorphin
L
N-terminales || : ; . .
Fragment joining peptide| | alpha-M SH CLIP gamma-LPH 3-Endorphin
N-acetyl-3-Endorphin
Abb.2 Domanen und Prozessierung des POMC

In der Mitte des POMC-Molekiuls Iliegt das aus 39
Aminosaureresten bestehende ACTH, welches in o-MSH und
CLIP gespalten werden kann. Der C-Terminus des POMC
entspricht dem 31 Aminoséurereste umfassenden (3-Endorphin,
welches wiederum aus [3-Lipotropin abgespalten wird und durch
das melanotrophe Enzymsystem in kleinere, im weiteren Verlauf
der Prozessierung N-Acetylierte Fragmente umgewandelt wird.
Das 16K-Fragment entspricht dem N-Terminus des POMC und
wird seinerseits in N-terminales Fragment, joining peptide und
v-MSH gespalten.

Auch in den peripheren Geweben ist die Prozessierung von POMC nach

corticotrophem und melanotrophem Muster offenbar moglich (Teschemacher,

2003). Die dafur notwendigen Prohormonkonvertasen wurden auch in der

Peripherie gefunden (Schiller et al. 2001; Bloomquist et al., 1991; Lindberg et al.,

1991). Einzelheiten hierzu sind bislang jedoch unbekannt.



1.2.1.2 Stimulatoren und Repressoren der Freisetzung von POMC-Derivaten

Die Produktion und Sekretion von POMC-Derivaten in das kardiovaskulare
Kompartiment wird multihormonal  kontrolliert.  Hauptstimulatoren  sind
Corticotropin Releasing Hormone (CRH) und Arginin-Vasopressin (AVP)
(Slominski et al., 2000a; Kjaer, 1996; Saland et al., 1992); weitere Stimulatoren
sind Serotonin, Oxytocin, Bradykinin, Interleukine 1, 2 und 6, TNFa
(Tumornekrosefaktor a), INFy (Interferony), Leptin (Slominski et al., 2000a),
Haloperidol (Roubos, 1997; Jaber et al., 1994) und TRH (Schwartz et al., 2002;
Vazquez-Martinez et al., 2001; Roubos, 1997; Ishibashi et al., 1981). Die
Freisetzung der POMC-Derivate erfolgt offenbar nicht gleichméRig, sondern
periodisch (Tag/Nacht-Rhythmus der ACTH- und damit Cortisolausschuttung). Zur
Freisetzung fuhren weiterhin entzindliche oder maligne Krankheitszustdnde. Die
starkst wirksamen Freisetzungsstimulatoren sind korperliche und psychische
Belastungssituationen, z.B. azidotische Zustdnde, wie sie beim Extremsport
(Harbach et al.,, 2000; Schulz et al., 2000; Taylor et al., 1994) oder
Mangelernahrung (Leonhardt et al., 2002; Sebaai et al., 2002; Torri et al., 2002;
Chisari et al.,, 2001; Giovambattista et al., 2000; Jacobson et al., 1997;)
vorkommen. Ein Glucosedefizit kann ebenfalls zu einer Stimulation der
Freisetzung von POMC-Derivaten fihren. Dies wurde bislang jedoch nur indirekt
beschrieben (Gunzo et al., 1994; Zelissen et al., 1991). Auch bei Schmerzen
(Matejec, 2002) wurden erhohte Mengen an POMC-Derivaten im Plasma

gemessen.

Als Repressoren fungieren Glucocorticoide im Sinne einer negativen
Ruckkopplung im Regelkreis Hypothalamus-Hypophyse-Nebennierenrinde, GABA
(y-Amino-Buttersaure)- (Roubos, 1997; Dotman et al., 1996; Torpy et al., 1995; ;
Saland et al., 1992; Schurmeyer et al., 1987; Wilkins et al., 1986) und Dopamin-
Agonisten (Roubos, 1997; Dotman et al., 1996; Kjaer, 1996; Murburg et al., 1993;
Saland et al., 1992; Meador-Woodruff et al., 1990), Glucoselberschul3 (Gunzo et
al.,, 1994; Zelissen et al., 1991) sowie PGE, (Prostaglandin) (Slominski et al.,
2000a).



Das POMC-System unterliegt offenbar sowohl zentral als auch in der Peripherie
komplizierten Regulationsmechanismen. Welche Stimulatoren unter welchen
Bedingungen zur Expression des POMC-Gens und zur Ausschuttung von POMC-
Derivaten in peripheren Geweben oder im ZNS fuhren, ist zum gegenwartigen

Zeitpunkt nicht geklart.

1.2.1.3 Funktionelle Bedeutung der hypophysaren POMC-Derivate

Man geht davon aus, daf} es sich beim POMC-System um ein komplexes ,Stref3*-
Adaptationssystem des Organismus handelt. POMC-Derivate werden unter Strel3-
Bedingungen ins Blut freigesetzt, ohne dal} man ihren Wirkungen bisher eine

bestimmte Funktion zuordnen kann.

Fur ACTH gibt es die einzige, wenn auch sehr widerspriuchliche Erklarung tber
den Zusammenhang zwischen Stimulatoren der Freisetzung und Effekten der
freigesetzten Verbindungen: Wird der Organismus einem ,Stressor ausgesetzt,
kommt es zur ACTH-Ausschittung aus der Hypophyse mit der Folge der
Freisetzung von Glucocorticoiden aus der Nebennierenrinde. Diese haben
Wirkung auf Stoffwechsel und Mineralhaushalt und bewirken die Suppression des
Immunsystems. Welchen Sinn eine Immunsuppression im Falle von Verletzung,
Schmerzen, Angst, Gewebezerstérung oder extremer korperlicher Belastung

(wenn man diese Ereignisse als ,Strel3 definiert) hat, bleibt offen.

o-MSH und B-Endorphin sind wohl nach ACTH die meistuntersuchten Derivate
des POMC im menschlichen Organismus. a-MSH scheint eine wichtige Rolle in
der Kommunikation zwischen Immunsystem und neuroendokrinem System zu
spielen. Es besitzt lokal antiinflammatorische (Oktar et al., 2002; Lipton et al.,
1999, 1993) und zentral antipyretische (Huang et al., 1997; Feng et al., 1987)
Eigenschaften. Es ist als Interleukin-1-Antagonist (Oktar et al., 2002; Dayers et
al., 1987) beschrieben. Ein Einflu@ von o-MSH auf Verhalten, Lernen und
Gedachtnis (Eberle, 1988; DeWied et al.,, 1982) ist beschrieben worden.
Weiterhin spielt es eine Rolle im Leptin-Regelkreis (Schwartz et al., 2000).
Erhohte Serumspiegel an a-MSH fanden sich bei Menschen mit fortgeschrittenen

Melanomen (Ghanem et al., 1986).



B-Endorphin 10st ebenfalls eine Reihe von Effekten an Zellen des Immunsystems
aus (Teschemacher et al., 1990). Die angebliche analgetische Wirkung von unter
Strel3 ins Blut freigesetztem B-Endorphin ist aber bis heute nicht bewiesen
(Matejec et al., 2003; Teschemacher, 2003).

Uber die Bedeutung von B-Lipotropin, joining peptide und CLIP im menschlichen

Organismus weif3 man zum gegenwartigen Zeitpunkt nichts.

Alle oben genannten Peptide entstehen aus dem gleichen Precursormolekl,
POMC. Es ist also anzunehmen, dal3 sie ahnliche Aufgaben haben wie die
anderen POMC-Derivate, d.h. ACTH oder 3-Endorphin.

1.2.2 Haut

Die Haut ist das grofdite Organ des Menschen und als &uf3ere Korperbegrenzung
einer Vielzahl von Stressoren (mechanische und chemische Schadigung,
Strahlung, etc.) ausgesetzt. Es missen also im Organismus Mechanismen zur
Verfigung stehen, um durch diese Einflisse entstandene Zellschdden zu

reparieren.

Es wurde berichtet, daf3 in der Haut unter bestimmten Umstanden das POMC-Gen
exprimiert und POMC-Derivate prozessiert wiirden. Die notwendigen Prohormon-
Konvertasen wurden nachgewiesen (Schiller et al. 2001; Bloomquist et al., 1991;
Lindberg et al., 1991). Auch fur Hautzellen (NHK), pathologisch veranderte
Hautzellen (Basalzellcarzinom) und Hautzellinien (A 431) wurde die POMC-
Genexpression bzw. die Freisetzung von POMC-Derivaten beschrieben (Wintzen
et al.,, 2001, 2000, 1996; Chakraborty et al., 1999, 1996; Luger et al., 1999a,
1999b, 1998; Farooqui et al., 1998; Slominski et al., 1995, 1993; Schauer et al.,
1994). UV-Bestrahlung wurde als Stimulus fur die Expression des POMC-Gens
sowie die Freisetzung von POMC-Derivaten an der Haut beschrieben (Wintzen et
al., 2001, 2000, 1996; Chakraborty et al., 1999, 1996; Schauer et al., 1994).



1.2.2.1 Expression des POMC-Gens in der Haut, in isolierten Hautzellen und

in Hautzellinien

Die Expression des POMC-Gens in der Haut wurde erstmals bei Mausen
beschrieben (Slominski et al., 1992, 1991). Schauer und Kollegen beschrieben
den Nachweis eines POMC-spezifischen Transkripts (1.3 kb) in normalen
humanen Keratinozyten (NHK) und in A 431-Zellkulturen mittels Northern Blot
Analyse nach Stimulation mit UV-Bestrahlung und Interleukin-1 (IL-1) (Schauer et
al., 1994). Etwa zeitgleich wiesen auch andere Gruppen POMC-mRNA mittels
Northern Blot in menschlichen Keratinozyten (Chakraborty et al.,1996; Wintzen et
al., 1996; Slominski et al., 1995, 1993) und Melanozyten (Funasaka et al., 1999;
Farooqui et al., 1998; Slominski et al., 1998; Wakamatsu et al., 1997) nach. Im
selben Jahr wurde tber den Nachweis von humaner hypophysarer POMC-mRNA
in menschlicher Haut mit spezifischen Primern (beide Primer entsprechen
Nucleotidsequenzen im Exon 3) (Slominski et al., 1995) berichtet. Mit dem
gleichen Primerpaar wurde auch in NHK POMC-mRNA, auch hier stimuliert durch

UV-Bestrahlung, beobachtet (Chakraborty et al., 1999).

In der anagenen Phase des Haarzyklus der Maus wurde POMC-mRNA mittels
RT-PCR nachgewiesen (Ermak et al., 1997). Dieser Nachweis gelang jedoch nur
mit einem von drei eingesetzten Primerpaaren, dessen Nukleotidsequenzen
wiederum beide auf Exon 3 lokalisiert waren. Der Nachweis gelang nicht mit
Intron A (Primer aus Exon 1 und Exon 3) bzw. Intron B (Primer aus Exon 2 und
Exon 3) ubergreifenden Primerpaaren (Ermak et al., 1997). Uber den POMC-
MRNA-Nachweis mittels Intron B (Primer aus Exon 2 und 3) Ubergreifenden
Primerpaaren in menschlicher Haut liegen zum gegenwaértigen Zeitpunkt nur
widersprichliche Daten vor. Wintzen et al., (1996) verotffentlichten eine Arbeit, in
der sie die Expression von POMC in NHK beschrieben. Diese Ergebnisse
konnten 4 Jahre spéater von der gleichen Gruppe so nicht bestétigt werden. Es
wurde eine Abhangigkeit der POMC-Expression vom Kulturmedium beschrieben.
Nur in einem von funf Kulturmedien, unter néhrstoffarmen Bedingungen, lie3en

sich geringe Mengen an POMC-Derivaten nachweisen (Wintzen et al., 2000).



Can et al.,, (1998) veroffentlichten Daten, die die Expression einer POMC-
Nucleotidsequenz von 300 bp in menschlichen normalen Melano- und
Keratinozyten belegten; sie zeigte jedoch nur 85% Ubereinstimmung mit der
menschlichen hypophysaren POMC-cDNA. Die Arbeitsgruppe wurde von Ancans
et al., (1998) kritisiert. Ancans et al., (1998) argumentierten, es musse sich um
eine Verunreinigung mit Mause-DNA handeln, da die nachgewiesene POMC-
Sequenz  zu 100% der von Mausen entspreche. ,Aufgrund der
Versuchsanordnung sei eine Verunreinigung mit Maus-DNA extrem
unwahrscheinlich®, konterten Farooqui et al., (1998). AT 20 Zellen (aus einer
Mause-Hypophysenzellinie) seien zwar als Positivkontrolle benutzt worden, die
Sequenzanalysen seien aber ohne Einsatz dieser Zellen mehrmals in
unterschiedlichen Laboratorien wiederholt worden und héatten alle das gleiche
Ergebnis erbracht. Wahrscheinlich sind diese Resultate mit der Existenz eines
nicht mit dem hypophysaren POMC-Gen (Ubereinstimmenden, bislang
unbekannten POMC-Gens der Haut des Menschen zu erklaren. Auch als
Erklarungsanséatze fur die unaufgeklarten Mechanismen der POMC-Transkription
in der Peripherie kénnte das von Can et al., (1998) beschriebene Phdnomen
dienlich sein. Sollte es tatsachlich ein -auf die Hypophyse bezogen- aberrantes
POMC-Gen in der Haut geben, was nach Farooqui et al., (1998) anzunehmen ist,
ware  vorstellbar, dall in der Tat Prozessierungsprodukte des
Translationsproduktes dieses POMC-Gens nachgewiesen werden kdnnen, soweit
sie nur zuféllig mit denjenigen des hypophysédren POMC-Gens identisch sind; die
aberrante  POMC-mRNA mul® dabei mit den ,hypophysaren Primern“ nicht
nachweisbar sein. Vice versa ware auch der Nachweis des aberranten Gens
madglich, ohne dal3 Prozessierungspodukte des aberranten Proteins nachweisbar

wurden, wenn sie mit den hypophysaren nicht identisch sind.
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1.2.2.2 Freisetzung von POMC-Derivaten in der Haut, sowie aus Hautzellen

und Hautzellinien

Thody fand 1983 erstmals ein POMC-Derivat in menschlicher Haut - a-MSH in
Melanomzellen (Thody et al., 1983). In gesunder Haut wurden bislang keine
POMC-Derivate gefunden. Lediglich Furkert et al., (1997) gelang mittels RP-
HPLC und RIA der Nachweis von unterschiedlichen B-Endorphin-IRM-
Konzentrationen in der Haut von C57BL/6-Mausen wahrend des Haarzyklus’. -
Endorphin wurde ausschlie8lich in den Talgdrisen und nur wahrend der
anagenen Phase des Haarzyklus gefunden. Es konnte in keiner anderen
Hautstruktur nachgewiesen werden (Furkert et al., 1997). Dies kdnnte ein Beleg
dafur sein, dal3 die Freisetzung von POMC-Derivaten nicht kontinuierlich erfolgt,
sondern physiologischen Schwankungen unterliegt. Ebenso scheint die
Freisetzung von POMC-Derivaten in der Haut an Krankheitszustande geknupft zu
sein. Slominski et al., (1993) zeigten ein geh&auftes Vorkommen von POMC-
Derivaten bei Hauterkrankungen, wie Psoriasis, Basalzellkarzinom, Melanom,
Keloid-Gewebe und narbiger Alopezie. Auch diese Gruppe fand in normaler,
gesunder Haut keine POMC-Derivate. Viele Gruppen berichteten Uber die
Entdeckung von POMC-Derivaten in Hautzellen, wie z.B. menschlichen
Keratinozyten (Wintzen et al., 2001, 2000, 1996; Slominski et al., 2000a, 2000b,
1998, 1995, 1993; Wakamatsu et al., 1997; Chakraborty et al., 1996; 1995;
Schauer et al., 1994), Melanozyten (Nagahama et al., 1998; Chakraborty et al.,
1996; Farooqui et al., 1993) und Hautzellinien, wie der Zellinie A 431 (Schauer et
al., 1994) sowie in Hautbiopsien pathologisch veranderter Haut (Slominski et al.,
1999, 1998, 1993).

Auch die Freisetzung von POMC-Derivaten unterliegt offenbar den fur die
Genexpression schon beschriebenen komplizierten Regulationsmechanismen.
Wintzen und Kollegen widerlegten 2000 praktisch ihre eigene Arbeit von 1996, in
der die standige gleichmaldige Freisetzung der POMC-Derivate 3-Endorphin und
R-LPH in NHK und deren Hochregulation durch Stimulation mit UV-Bestrahlung

und IL-1 beschrieben ist. In der Arbeit von 2000 konnte nur unter einer von funf
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Kulturbedingungen eine geringe B-Endorphin-IRM-Konzentration nachgewiesen
werden. Auch hier wurde der verstdrkende Effekt von UV-Bestrahlung
beschrieben (Wintzen et al., 2000, 1996). 2001 gelang ihnen der Nachweis von
R-Endorphin-IRM mittels immunhistochemischer Verfahren in UV-bestrahlter
menschlicher Haut, auch hier jedoch nur in follikularen Keratinozyten und
Schweil’3driise, nicht in epidermalen Keratinozyten (Wintzen et al., 2001). Die
Freisetzung von POMC-Derivaten sowohl in der Haut als auch in Zellkulturen von
Hautzellen scheint zudem von unterschiedlichen Stimulatoren abhéangig zu sein.
Luger et al., (1999b) fanden unter basalen Bedingungen keine POMC-Derivate in
menschlichen Keratinozyten. Bestimmte Reize scheinen diese Zellen jedoch zur
Produktion von POMC-Derivaten anregen zu kénnen. So beschrieben Luger et
al., (1999b) nach Stimulation der Keratinozyten mit UV-Licht den Nachweis von
o-MSH wie bereits den Nachweis von POMC-mRNA. Als weitere Stimulatoren der
Freisetzung von POMC-Derivaten in Keratinozyten sind wie bereits bei der
Genexpression IL-1, proinflammatorische Zytokine und Endotoxin beschrieben
(Wintzen et al., 1996; Schauer et al., 1994). Unter der Annahme eines aberranten
POMC-Gens in der Haut erscheint der Nachweis von Prozessierungsprodukten
des Translationsproduktes dieses aberranten POMC-Gens moglich, ohne dal3 mit
den ,hypophysaren Primern“ ein POMC-Gen nachweisbar sein muf3te. In der
bisher veroffentlichten Literatur wurde nie von etwas anderem als dem
hypophysaren POMC-Gen und seinen Derivaten ausgegangen. Die von der
Gruppe um Farooqui 1998 vertffentlichten Daten ricken alle bisherigen

Interpretationsversuche der unklaren Befunde in ein neues Licht.

1.2.2.3 Funktionelle Bedeutung von POMC-Derivaten in der Haut

Das in der Haut wohl bedeutendste POMC-Fragment ist das a-MSH. Dal3 a-MSH
einen EinfluR auf die Regulation der Hautpigmentierung hat, wird schon lange
diskutiert. Einerseits gibt es Daten, die besagen, dal3 a-MSH eine Dunklung der
menschlichen Haut bewirkt, andererseits wurde von einigen Gruppen berichtet,
dalR a-MSH keinen Einfluld auf die Melanogenese von Melanozytenkulturen hat.

Es sieht so aus, als seien die Kulturbedingungen der Melanozyten dafur
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verantwortlich, dal3 unter bestimmten Bedingungen ein Ansprechen der Zellen auf
o-MSH gefunden wurde und in anderen Féllen nicht (Thody et al., 1998).
Hinsichtlich einer melanogenen Wirkung von a-MSH sollte bedacht werden, dal3
o-MSH von der Hypophyse nur in sehr kleinen Mengen produziert wird. ACTH,
welches in der Haut ebenso wie a-MSH an den Melanocortin (MC-1)-Rezeptor
(welcher wiederum fur die Regulation der Hautdunklung verantwortlich ist) bindet,
wird dagegen in sehr viel groReren Mengen produziert. Es liegt also die
Vermutung nahe, dalR auch in der Hypophyse gebildetes ACTH an der
Melanogenese beteiligt sein kbnnte (Thody et al., 1998).

o-MSH wird weiterhin eine lokal antiinflammatorische und antiinvasive Wirkung
zugesprochen (Eves et al., 2003). Es gab Versuche an Mausen, die zeigten, dafl}
sowohl eine lokale als auch eine systemische Behandlung mit o-MSH das
Entstehen einer Kontaktallergie hemmen konnten (Rheins et al., 1989). Sein
Einfluld auf die Sekretion von Mastzellen in menschlicher Haut und damit das
Auslésen akuter inflammatorischer Prozesse der Haut durch Histaminfreisetzung
wurde aber ebenfalls beschrieben (Grutzkau et al., 2000). a-MSH steht im
Verdacht, die Proliferation von Melanomzellen und deren Metastasierung zu
stimulieren. Es wird ein Zusammenhang zwischen dem Nachweis von POMC-
Derivaten in den erkrankten Arealen und der Progression von Melanomen
vermutet (Nagahama et al., 1998). Neuere Daten sprechen fur eine a-MSH-
bedingte Reduktion der UV-induzierten DNA-Schaden und somit einer mdglichen

Melanom-Pravention durch a-MSH (Kadekaro et al., 2003).

B-Endorphin  wird eine Schlisselrolle bei der Reepithelialisierung und
Geweberegeneration wahrend der Wundheilung zugesprochen (Bigliardi et al.,
2002). Weiterhin scheint p-Endorphin einen Einfluld auf das periphere
Schmerzempfinden zu haben (Khodorova et al., 2003) und, ebenso wie ACTH
und a-MSH, an der Regulation der Hautpigmentierung beteiligt zu sein (Kauser et
al., 2003).

Die Tatsache, dal? POMC-Derivate (a-MSH, ACTH und B-Endorphin) immer

wieder in pathologisch veranderten Hautarealen gefunden wurden (Kono et al.,
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2001; Slominski et al., 1999, 1998, 1993), spricht fur einen Zusammenhang
zwischen ihrer Existenz in diesen Geweben und ihrem Einflul auf die
Pathogenese von Hautverdnderungen. Ob sie dabei als Ursache oder Wirkung
anzusehen sind, 141t die bisher publizierte Literatur ebenso offen wie die Frage,
ob sie lokal produziert und prozessiert werden, oder ob sie tUber das Blut aus der
Hypophyse an ihren Wirkungsort transportiert werden. Auch die Frage, ob es sich
Uberhaupt um hypophysares POMC handelt, oder ob ein aberrantes POMC-Gen

in der Haut vorliegt, muf3 berticksichtigt werden.
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2 FRAGESTELLUNG

Uber die Expression des hypophysaren POMC-Gens und die Freisetzung von
POMC-Derivaten aus der Hypophyse liegen sehr viele Informationen vor. ,Stref3*
im Sinne physischer und psychischer Belastung spielt fir die Freisetzung der
hypophysaren POMC-Derivate eine grof3e Rolle. Auch zur Expression des
POMC-Gens und zur Freisetzung von POMC-Derivaten in der Haut gibt es eine
betrachtliche Anzahl von Untersuchungen. Die Funktion der hypophysaren wie
der dermalen POMC-Derivate ist jedoch weitgehend unklar, auch wenn eine

Reihe von Effekten von ACTH, a-MSH oder 3-Endorphin bekannt sind.

Ziel dieser Arbeit sollte sein, zu einigen in der Literatur aufgeworfenen Fragen
weiterfihrende Untersuchungen durchzufihren. Anfanglich wurde der Nachweis
der Expression des humanen hypophysaren POMC-Gens in der Haut mittels
Northern Blot mit aus Exon 3 stammenden Sonden geftihrt. 1995 wurde erstmals
der Nachweis der Expression von humanem hypophysdren POMC mittels RT-
PCR mit aus Exon 3 des hypophysaren POMC stammenden Primern beschrieben
(Slominski et al, 1995). Die in dieser Arbeit von Slominski verwandten Primer
waren Grundlage sehr vieler Arbeiten in den darauf folgenden Jahren. Dabei
wurde immer davon ausgegangen, dald es sich bei der gefundenen POMC-mRNA
um ein Transkript des hypophysaren POMC-Gens handelte. Mit Primern, die
Intron A und B (Primer aus Exon 1 und 3) bzw. Intron B (Primer aus Exon 2 und 3)
des hypophysaren POMC ubergriffen, also die Nukleotidsequenz einschlossen,
die fur das auf Exon 2 gelegene Signalpeptid codiert, konnten jedoch keine
positiven Befunde erhoben werden. Dies gelang erstmals 1998, als mit Exon 2
und 3 uUbergreifenden Primern in Keratino- und Melanozyten ein POMC-Gen
gefunden wurde, bei dem es sich offenbar um ein (bezogen auf das hypophysére)
aberrantes POMC-Gen handelte. Dieser Befund flhrte erstmals zur Beachtung
der Tatsache, dal3 bis zu diesem Zeitpunkt der Nachweis hypophysarer POMC-
MRNA oder der Nachweis hypophyséarer POMC-Derivate in der Haut immer auf
(nur einigen) Primerpaaren aus der hypophysaren Exon-3-Nukleotidsequenz oder

auf POMC-Derivate aus dem Exon-3-Bereich des hypophysaren POMC
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gerichteten Antikérpern beruht hatte. Diese Daten sorgten fir kontroverse
Diskussionen, gaben schlu3endlich aber Anhalt zu der Annahme, dal in der Haut
eine Variante des hypophysaren POMC existiert. Als Beitrag zur Klarung dieser
Diskrepanz sollten in dieser Arbeit eine Keratinozytenzellinie (HaCaT) und eine
Epidermoidzellinie (A 431) hinsichtlich der Expression des POMC-Gens sowohl
im mutmalllich aberranten Bereich (mittels Primerpaaren aus Exon 2 und 3) als
auch im mutmallich hypophysar-identischen Bereich (mittels Primerpaaren aus
Exon 3) mittels RT-PCR untersucht werden. Weiterhin sollte nach POMC-
Derivaten, d.h. den Prozessierungsprodukten des Translationsproduktes, sowohl
in den Zellen, d.h. vor eventueller Freisetzung, als auch in den
Zellkulturiberstanden, d.h. nach eventueller Freisetzung, gesucht werden. Zur
Uberprifung des letzteren sollten nicht nur bekannte, sondern auch neu
entwickelte RIAs eingesetzt werden. Dabei sollte die Prozessierung Uber eine
Bestimmung ,corticotropher® wie ,melanotropher* POMC-Derivate bertcksichtigt
werden: Zur Uberpriifung des corticotrophen Processierungsweges sollte ein
bereits bestehender Ry-Endorphin-IRM-RIA eingesetzt werden, zur Uberprifung
des melanotrophen Prozessierungsweges sollten neben dem bereits etablierten
N-Acetyl-B4-Endorphin-IRM-RIA, zwei im Rahmen dieser Arbeit neu entwickelte
RIAsS (a-MSH-IRM-RIA und CLIP-IRM-RIA) eingesetzt werden.

Im Hinblick darauf, daf3 Regulationsmechanismen und Stimulatoren der Bildung
und Freisetzung dermaler POMC-Derivate voéllig unklar waren und sogar das
Nahrmedium eine Rolle zu spielen schien, sollte nicht nur die basale Bildung und
Freisetzung von POMC-Derivaten, sondern auch der Einflu3 von Stimulatoren
gepruft werden. Hierfur sollten die Zellinien mit Substanzen, die als Stimulatoren
der hypophysdren POMC-Expression bekannt waren, inkubiert werden.
Exemplarisch sollten drei Substanzen auf ihre Wirkungen untersucht werden:
TRH, mit nachgewiesener melanotroph-stimulierender Wirkung, Haloperidol, mit
als Dopaminantagonist nachgewiesen melanotroph- und corticotroph-
stimulierender Wirkung, und glucosedefizitires Nahrmedium unter der

Vorstellung, dal3 Glucose melanotroph und corticotroph inhibierend wirkt.
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3 MATERIAL

3.1 Chemikalien, Reagenzien, Testsubstanzen

3.1.1 Zellkultivierung und -stimulation

Albumine, bovine (BSA)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s

Medium)

FCS (fetal calf serum)
Penicillin

RPMI 1640

Stimulatoren:
D-Glucose-Monohydrat
Haloperidol

Thyrotropin Relaesing Hormone (TRH)

Streptomycin

Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen

PAA, Colbe/Marburg
Serva, Heidelberg
Sigma, Minchen

Novabiochem, Laufelfingen
Janssen-Cilag, Neuss
Bachem, Heidelberg

Serva, Heidelberg

3.1.2 Untersuchungen zur POMC-Genexpression

Agarose

Bromthymolblau
Chloroform
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNA-Marker
Ethidiumbromid

Gelatine

Glycerin

Glyoxal

Isopropanol

Primer:
EXO21; HPO1; HPOZ2;
HPO10; HPO13; FAROI1A;
FARO1B; SLO1A; SLO1B

Qiagen OneStep RT-PCR Kit
RNase freies Wasser
Thiomersal

Tri-Reagent

Xylene cyanol

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Sigma, Minchen

Sigma, Minchen

Prometa, Eurogentec, Belgien
Sigma, Munchen

ICN Biochemicals Inc., Ohio
Serva, Heidelberg

Sigma, Minchen

Sigma, Minchen

Roth, Karlsruhe

Quiagen, Hilden
Fluka-Chemie, Buchs, Schweiz
Merck, Darmstadt

Sigma, Minchen

Sigma, Minchen



3.1.3 Aufarbeitung von Zellkulturtberstanden und Zellen fir die
Extraktion von POMC-Derivaten

Ethylendiaminetetraacetic acid (EDTA) Merck, Darmstadt

Enzymhemmer:
Aprotinin Bayer, Leverkusen
Bacitracin Serva, Heidelberg
Leupeptin N-1000 Bachem, Heidelberg
PMSF Bohringer, Mannheim
Trypsin-Inhibitor T-9003 Sigma, Minchen
Essigsaure Merck, Darmstadt
Harnstoff Merck, Darmstadt
Methanol Merck, Darmstadt
1-Propanol Merck, Darmstadt
Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan)  Bohringer, Mannheim
Trypsin Biochrom, Berlin

3.1.4 Entwicklung und Durchfihrung von RIAs

Aktivkohle Merck, Darmstadt
Albumine, bovine (BSA) Sigma, Minchen
Bis-diazobenzidine (1-(3,4- Sigma, Minchen
Methylenedioxyphenyl)-2-

butamine)(BDB)

Carbodiimid (1-Ethyl-3(3- Sigma, Minchen
dimethylaminopropyl)-Carbodiimid) (CDI)

Chloramin T Merck, Darmstadt
Dinatriumdecaborat (Borax) Sigma, Minchen
Finalgon Creme Thomae, Ingelheim am Rhein
Freund’sches Adjuvans, complete Behring, Marburg
Freund’sches Adjuvans, incomplete Behring, Marburg
HCI Merck, Darmstadt
KCI Merck, Darmstadt
Ketamin Ratiopharm, Ulm
Keyhole limpet Hemocyanine (KLH) Bachem, Heidelberg

NaOH Merck, Darmstadt



Peptide (human):
ACTH (1-10)
ACTH (1-24)
ACTH (1-39)
ACTH (18-39) = CLIP
ACTH (18-39)
ACTH (22-39)
ACTH (29-39)
ACTH (30-39)
(Tyr*®®)-ACTH (35-39)
Des-Ac-N-o-MSH (ACTH 1-13)-NH2
Ac-N-(Tyr’)-a-MSH (1-5)
(Tyr®)-a-MSH (9-12)
Br-Endorphin (1-31)
N-Acetyl-B-Endorphin (1-31)
3-MSH
v-MSH

Salze:
KoHPO,
NaCl
NaHCO3;
Na,HPO,
Na,HPO,

Triton X-100

3.2 Losungen

Peninsula, Heidelberg
Bachem, USA

Bachem, Heidelberg

Bachem, Heidelberg

Fr. U.Friedrich, JLU Giel3en

Fr. U.Friedrich, JLU Giel3en

Fr. U.Friedrich, JLU Giel3en

Fr. U.Friedrich, JLU Giel3en

Fr. U.Friedrich, JLU Giel3en
Bachem, Heidelberg

Fr. U.Friedrich, JLU Giel3en

Fr. U.Friedrich, JLU Giel3en
Calbiochem/Novabiochem, Laufelfingen
Bachem, Heidelberg

Saxon Biochemicals, Hannover
Bachem, Heidelberg

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

3.2.1 Untersuchungen zur POMC-Genexpression

Agarosegel
Denaturierungslosung

Ethidiumbromid
Laufpuffer

Ladungspuffer

1,2% Agarose in autoklaviertem
Laufpuffer, ph 6,5 einstellen

127 pl Glyoxal, 8 ul 1M NaPO, Puffer
405 pl DMSO

0,05% Ethidiumbromid in H,O

0,02M Na;HPO,, 0,02M Na;HPO, in H,O
mit Phosphorsaure auf pH 6,5 einstellen
500 pl Glycerin 50%, 500 ul Laufpuffer

50%, Bromphenolblau 0,25%, Xylene
cyanol 0,25%
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3.2.2 Aufarbeitung von Zellkulturtiberstanden und Zellen fir die

Extraktion von POMC-Derivaten

Enzymhemmercocktail fur  Zellkulturiberstande: vor  Abpipettieren der

Zelluberstande in Auffangbehalter pipettieren

Aprotinin 0,01% der Endkonzentration
PMSF 1 mM in Isopropanol
Leupeptin 10 pg/ml (1% der Endkonzentration)

Trypsin-Inhibitor 10 pg/ml (1% der Endkonzentration)
Bacitracin 50 pug/ml (5% der Endkonzentration)

Enzymhemmercocktail fur Zellysate: Tris-Puffer/Enzymhemmercocktail
(v:iv=10:1)

Tris-Puffer 10 mM Tris in 11 H?O lésen, pH 7,4
einstellen
Trypsin/EDTA-LOsung Trypsin 0,05%, EDTA 0,02% in PBS defic

3.2.3 Entwicklung und Durchfihrung von RIAs

Boratpuffer: 61 g Dinatriumdecaborat (Borax), 7,6 g
NaCl in 1 I H,O lésen, pH 9 einstellen
PBS defic:: 136,9 mM KClI, 1,5 mM NacCl, 8,1 mM

K;HPO,, Na,HPO, ,pH 7,4 einstellen, auf
5 | mit Aqua bidest auffillen, 500 ml
Aliquots autoklavieren

Puffer C: 0,02 M Natriumphosphat-Puffer pH 7,4,
0,02 M Na_HPO,, 0,15 M NaCl, 0,1%
Gelatine, 0,01% BSA, 0,01% Thiomersal

Puffer D: Puffer C, 0,1% Triton X-100, pH 7,5
einstellen

3.3 Gerate und Zubehor

3.3.1 Zellkultivierung und -stimulation

Autoklav H&P Labortechnik GmbH,
Oberschleisheim

Brutschrank Heraeus Instruments, Inc.
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Glasfaserfilter GF/B (Filteraufsatz fur
Spritzen)

Glasmaterialien (Erlenmeyerkolben,
Mel3kolben, Becherglalier, etc.)

Mikroskop Wilkovert S
Mischer 5432

pH-Meter 761 Calimatic
Pipetten, verstellbar
Pipettenspitzen
Reaktionsgefalie 1,5 ml
Vortex-Ruhrer

Waagen:
Feinwaage M5
Tischwaage AT 250

Wasserbad GFL

Zellkulturschalen (verschiedene Grof3en)

Zentrifugen:
Kuhlzentrifuge Sovall RC-5B

Kuhlzentrifuge Sovall SM24 und SS34

Tischzentrifuge 5413

Whatman internationallLtd., Maidstone,
England

Schott, Mainz

Hund GmbH, Wetzlar
Eppendorf, Hamburg
Knick, Berlin
Abimed, Dusseldorf
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Heidolph, Kelheim

Mettler, Zurich, Schweiz
Mettler, Zurich, Schweiz

GFL, Hannover-Vinnhorst
Nunc, Roskilde, Danemark

Du Pont, Bad Homburg
Du Pont Company, Newton, USA
Eppendorf, Hamburg

3.3.2 Untersuchungen zur POMC-Genexpression

PCR-Gerat (Thermocycler)
PCR-Gelkammer

Perkin Elmer, Norvalk, USA
Roth, Karlsruhe

3.3.3 Aufarbeitung von Zellkulturtiberstanden und Zellen fir die

Extraktion von POMC-Derivaten

Extraktionsanlage:
Filtrationskasten
Vakuumpumpe DIVAC 2,4l

Kartuschen (Sep-Pak-C18-Cartidges)
Kunststoffspatel

Lyophilisator GT 02

Magnetruhrer, IKA

Ultraschallbad Sonorex RK 102H
Zahlkammer

Werkstatt des MZI, JLU Giel3en
Leybold AG, Kdln

Waters, Milford, USA

Nunc, Wiesbaden

Leybold Heraeus, Kdln

Janke und Kunkel KG, Staufen
Bandelin, Berlin

Kalensee, Giel3en
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3.3.4 Entwicklung und Durchfihrung von RIAs

Combitips

Dialyseschlauch (12-16kD)
Dispenser-Tips nerbe

Dispensetten

Einmalkanilen

Einmalspritzen

Gammazéahler 1282 Compugamma CS
Multipette

Reaktionsrohrchen aus Polypropylen
(verschiedene Grol3en)

Schuttelinkubator Varishaker AM 169

Speed-vac-Konzentrator
Savant RH 200-13

3.4 Zellinien

A 431
HaCaT
DMS 79

3.5 Software

Origin 3.5und 5.0
Power point 7.0
Word 7.0

Eppendorf, Hamburg
Biomol, Hamburg

Nerbe plus, Winsen/Luhr
Brand, Melsungen

Braun, Melsungen

Braun, Melsungen

LKB Wallac, Turku, Finnland
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Numbrecht

Dynatech, Denkendorf
Savant instruments inc.,Hicksville, N.Y.

DSMZ, Braunschweig
Prof. Fusenig, KFZ Heidelberg
ECACC, Salisbury, Wiltshire, U.K

Microcal, Northhampton, USA
Microsoft Corporation, USA
Microsoft Corporation, USA
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4 METHODEN

4.1 Zellkultur

4.1.1 Zellinien

4.1.1.1 Keratinozytenzellinie HaCaT

Bei der Zellinie HaCaT handelt es sich um eine robuste, immortalisierte, nicht
maligne epitheliale Zellinie des adulten Menschen. Aufgrund ihrer normalen
Differenzierung in vitro, wird sie als Werkzeug zum Studium der Regulation und

Funktion der menschlichen Haut genutzt (Egeling, 2003; Boukamp et al., 1988).

4.1.1.2 Humane epidermale Karzinomzellinie A 431

Bei der Zellinie A 431 handelt es sich um eine aus einem soliden Tumor einer 85-
jahrigen Patientin isolierte immortalisierte epidermale Karzinomzellinie, die
epithelial als Monolayer und adharent wachst. Die Zellinie wurde bereits mehrfach
zum Studium der Regulation und Funktion der menschlichen Haut eingesetzt
(Schauer et al., 1994; Teofoli et al., 1993).

4.1.1.3 Bronchialkarzinomzellinie DMS 79

Bei der Zellinie DMS 79 handelt es sich um eine Zellinie des kleinzelligen
Bronchialkarzinoms des Menschen, welche humanes hypophysares POMC
produziert (Newell-Price, 2003; Picon et al., 1999) und deshalb als

Positivkontrolle verwendet wurde.

4.1.2 Zichtung der Zellinien HaCaT, A 431 und DMS 79

Die Zichtung der Zellinie HaCaT erfolgte in Standardmedium fur Keratinozyten:
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) mit 4,5 g/l Glucosegehalt, 1% FCS
und je 100 units/ml Penicillin und Streptomycin. Die Zellinie A 431 wurde in RPMI
1640 mit einem Glucosegehalt von 2 g/l, 5% fetalem Kélberserum (FCS) und je

100 units/ml Penicillin und Streptomycin gezlchtet. Die Kultivierung erfolgte in
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60 mm grol3en Kulturschalen jeweils bei 37°C in einem mit 5% CO, begasten
Brutschrank. Pro Schale wurden 5 ml Medium eingesetzt. Aufgrund der Vielzahl
der Versuche wurden so viele Zellen bendtigt, daf3 unterschiedliche Passagen fir
die einzelnen Versuche verwendet werden mufdten. Als Passage wurden die
Tochterkulturen bezeichnet, die durch Herauslésen von Zellen aus dem
Zellverband und erneuter Kultivierung gewonnen wurden. Auf oben genannte
Weise wurden die Zellen beider Zellinien vermehrt. Jede so entstandene

Tochterkultur wurde numeriert.

Die Zellinie DMS 79 wurde in RPMI 1640 (mit Zusatz von 2 mM Glutamin und
10 % FCS, sowie je 100 units/ml Penicillin und Streptomycin) bei 37°C in einem

mit 5% CO, -begasten Brutschrank gezichtet.

4.2 Stimulation der Zellen

Auf hypophyséarer Ebene wurde beschrieben, dal3 ein Glucosetberangebot
inhibierend auf die Ausschittung von R-Endorphin ins Blut wirkt (Zelissen et al.,
1991), ein Glucosedefizit (indirekt durch reaktiv gesteigerte Insulinausschittung
erzeugt) jedoch als Stimulator der POMC-Expression wirkt. Bei TRH (Ishibashi et
al., 1981; Roubos, 1997; Schwartz et al., 2002; Vazquez-Martinez et al., 2001)
und Haloperidol (Jaber et al.,, 1994) handelt es sich um Substanzen, die als
direkte Stimulatoren der Freisetzung von hypophysaren POMC-Derivaten
beschrieben wurden. TRH wirkt melanotroph stimulierend und Haloperidol als
Dopaminantagonist wirkt melanotroph und corticotroph stimulierend auf die
Freisetzung von hypophysaren POMC-Derivaten. Die Aussaat beider Zellinien
erfolgte einen Tag vor der Stimulation in 60 mm Zellkulturschalen so, dal3 am Tag
der Stimulation eine 50%-ige Konfluenz der Zellen pro Schale erreicht wurde. Die
Stimulation erfolgte nach 2 unterschiedlichen Prinzipien:

1. Einsatz unterschiedlicher Glucosekonzentrationen im Nahrmedium als Stimuli.
2. Einsatz von Thyrotropin Releasing Hormone (TRH 10°M) bzw. Haloperidol
(10°M) als Stimuli.
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4.2.1 Unterschiedliche Glucosekonzentrationen

Die Standardmedien DMEM bzw. RPMI wurden mit Glucose in unterschiedlichen
Konzentrationen versetzt und die Zellkulturmedien durch die so geénderten

Medien ersetzt. Die jeweiligen Konzentrationen sind Tab. 1 zu entnehmen.

Medium DMEM RPMI
(zellen) (HaCaT) (A 431)
Standardglucose-Gehalt 4,5 g/l 29/
Kontrollen 4,5 g/l 29/
Glucosegehalt unter Stimulationsbedingungen 0 g/l 0 g/l
1g/l; 249l 1g/l; 449l

Tab.1l Glucosekonzentrationen in DMEM- und RPMI- Medium

Die Standardglucosekonzentration lag in DMEM bei 4,5 g/l, in RPMI bei 2 g/l. Als
Stimulationskonzentrationen wurden jeweils 3 zusatzliche Konzentrationen
gewahlt. Die restlichen Mediem-Bestandteile blieben ebenso unverandert wie die
Inkubationsbedingungen. Als Kontrollen dienten 2 Schalen, bei denen das
Medium verworfen und gegen Standardmedium ausgetauscht wurde, sowie 2
weitere Schalen, die wahrend der gesamten Zeit bis zur Aufarbeitung im
Brutschrank verblieben. Die Zellkulturschalen wurden zur Stimulation
(Mediumwechsel) fur etwa 5 min aus dem Brutschrank entnommen. Diese Zeit
wurde mdoglichst kurz und konstant gehalten, um Temperaturschwankungen zu
vermeiden. Dann wurden die Zellen 24 h unter diesen Bedingungen im
Brutschrank bei 5% CO,und 37°C inkubiert.

4.2.2 Thyrotropin Releasing Hormone (TRH)

TRH wurde 10®M in Puffer C gelést. 50 ul dieser Lésung wurde den
Zellkulturschalen (mit je 5 ml Medium) zugesetzt, so daR im Medium eine 10°M
Konzentration der Substanz erreicht wurde. Als Kontrollen wurden 2 Schalen am

Tag der Stimulation je 50 ul Puffer C zugesetzt. Die Zellkulturschalen wurden zur
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Stimulation flr etwa 2 min aus dem Brutschrank entnommen. Diese Zeit wurde
moglichst kurz und konstant gehalten, um Temperaturschwankungen zu

vermeiden. Die Stimulationsdauer betrug 24 h.

4.2.3 Haloperidol

Analog zu der in 4.2.2 beschriebenen Methode wurden weitere Zellkulturschalen

schalen mit Haloperidol stimuliert.

4.3 Uberpriufung der Expression des hypophyséaren
POMC in HaCaT- und A 431-Zellkulturen

4.3.1 Grundlagen der PCR

Die PCR ist eine 1983 von K. Mullis entwickelte Methode zum Nachweis von sehr
kleinen Mengen DNA, die heute in vielen Bereichen (Forschung, Diagnostik, etc.)
haufig angewandt wird. Im folgenden soll das Prinzip der PCR kurz dargestellt
werden: Die Bildung eines komplementaren Strangs zu einem DNA-Strang, die
zum Doppelstrang der DNA fihrt, erfolgt mittels der DNA-Polymerase. Diese
benotigt einen kurzen Doppelstrang als Ausgangssequenz und verldngert das
angefangene Stick in Richtung des 5 zum 3’ Ende. Um nach einem bekannten
DNA-Abschnitt suchen zu kénnen, missen kurze Nukleotidsequenzen (20-30 bp)
am 5’ Ende dieses DNA-Abschnitts bzw. komplementare Sequenzen (in Richtung
5 nach 3 Ende umgeordnet), sogenannte Primer, synthetisiert und paarweise
dem Reaktionsansatz zugeftihrt werden. Damit die Primer sich anlagern kénnen
(Primer-Annnealing), mufl3 ein doppelstrangiger DNA-Abschnitt (falls bereits
vorliegend) denaturiert und in zwei Einzelstrdnge getrennt werden. Dies geschieht
Ublicherweise bei ca. 95°C. Das Annealing der Primer ist ebenfalls
temperaturabhangig und erfolgt je nach Primer bei 40-60°C. Bei 72°C verlangert
die DNA-Polymerase anschlieRend vom freiliegenden 3’ Ende her die Primer und
synthetisiert somit einen komplementaren Strang (Extension). Im néchsten Schritt
werden die so entstandenen Doppelstrange wieder denaturiert. Denaturierung,

Primerannealing und Extension stellen einen PCR-Zyklus dar. Uber eine groRere
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Anzahl an Zyklen kann eine bestimmter Sequenzabschnitt eines Gens amplifiziert

werden.
4.3.2 Gewinnung von mRNA

4.3.2.1 Extraktion der Gesamt-RNA

Das Medium wurde von den Zellkulturschalen abgesaugt, verworfen und die
Zellkulturschalen anschlieRend mit PBS-Puffer gewaschen. Die Zellen wurden mit
je 1 ml Tri-Reagenz pro Schale lysiert und das Lysat je einer Schale in ein
autoklaviertes 2 ml Eppendorfgefal3 pipettiert. AnschlieRend wurden 200 pl
Chloroform zur Fallung der Nukleinsauren zugegeben und nach Mischen 15 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde 15 min bei 12000 g zentrifugiert. Die
obere der 3 entstandenen Phasen enthielt die RNA und wurde in ein 1,5 ml
Eppendorfgefal pipettiert, mit 500 ul Isopropanol versetzt, geschuttelt und nach
10 min Inkubation bei Raumtemperatur 10 min bei 12000 g bei 4°C zentrifugiert.
Danach wurde der Uberstand dekantiert und das entstandene Pellet mit 1 ml 75%
Ethanol versetzt. AnschlielBend wurde noch einmal 5 min bei 7500 g und 4°C
zentrifugiert, der Uberstand wieder dekantiert und die EppendorfgefalRe bei 45°C
auf einem Heizblock fast vollstandig getrocknet. Im Anschlul3 wurden die Pellets
in je 10 ul RNase freiem Wasser gelost und bei -80°C bis zur Weiterverarbeitung

eingefroren.

4.3.2.2 Uberpriufung des RNA-Extrakts mittels Northern Blot

Um zu Uberprifen, ob im unter 4.3.2 beschriebenen Schritt tatsdchlich RNA
extrahiert wurde, wurde eine konventionelle Northern Blot Analyse (Alwine et al.,
1977) durchgefihrt.

4.3.3 RT-PCR

Um die Transkription eines Gens nachzuweisen, muld die mRNA dieses Gens
(das DNA-Transkript) gewonnen und in cDNA umgeschrieben werden.
Ublicherweise wird die Gesamt-RNA extrahiert, revers transkribiert und dann

gezielt ein cDNA-Abschnitt des betreffenden Gens mit spezifischen Primern
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amplifiziert. Hierzu wurde das One-step-RT-PCR-Kit von Qiagen verwendet. Der
Enzymmix dieses Kit enthélt zwei reverse Transkriptasen (Enzyme: Omniscript'"
und Sensiscript’” Reverse Transkriptase), die ein mdglichst effizientes,
fehlerfreies Lesen gewahrleisten sollen, sowie Tag-DNA-Polymerase, die fur die
Amplifizierung der cDNA verantwortlich ist. Beide Reaktionen laufen
nacheinander im gleichen Gefal3 ab. Der sogenannte Master Mix bestehend aus
400,8 pl RNase freies Wasser, 120 ul 5xPuffer, 24 ul dNTPs, 3,6 pl Primer 1, 3,6
ul Primer 2 und 24 pl Enzym-Mix wurde mit 48 ul pro Reaktionsansatz vorgelegt.
Er enthielt alle fur die RT-PCR notwendigen Reagenzien. Von der extrahierten

MRNA wurden 2 ul zugegeben und mit der Pipette vorsichtig gemischt.

4.3.3.1 Reverse Transkription der Gesamt-RNA, Amplifikation von

Nukleotidsequenzen der hypophysaren POMC-cDNA

Es wurden immer 2 identische Probentypen pro Reaktionsansatz hergestellt, eine
wurde transkribiert, die zweite wurde erst nach der RT-Reaktion in das System
eingebracht und diente so als Negativkontrolle. Diese Proben wirden hier
unerwinschte DNA-Kontaminationen, die schon vor der RT-Reaktion als
Verunreinigungen in der Proben enthalten waren, sichtbar werden lassen. Die zu
transkribierenden Proben wurden 30 min im auf 50°C vorgewarmten
Thermocycler inkubiert. In dieser Inkubationsphase schrieben die beiden
Transkriptasen, die Enzyme Omniscript” und Sensiscript’ Reverse
Transkriptase die vorhandene mRNA in cDNA um. Die Denaturierung der cDNA
erfolgte bei 94°C. Die Proben wurden 15 min bei dieser Temperatur inkubiert.
Hierdurch wurden auch die Reversen Transkriptasen inaktiviert, wahrend die Taqg-
Polymerase aktiviert wurde. Das Annealing (Anlagern der Primer) erfolgte dann
bei einer Temperatur von 58°C fir 1 min (immer mit dem 5’ Ende des Primers am
3’ Ende des zu amplifizierenden Bereichs). Die Extension (Verlangerung des
Primers zum komplementaren Strang) erfolgte bei 72°C far 1 min. Als
Primerpaare wurden folgende jeweils einzelstrdngigen Nukleotidsequenzen

eingesetzt:

EXO21/ HPO10: 5-GAA GAT GCC GAG ATC GTG CT 3'-/ 5-TGC CCT CAC
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TCG CCC TTC TTG TAG-3’, EXO 21 ist eine 20 Basen lange Sequenz, die den
auf Exon 2 gelegenen Basen mit der Position 4491-4510 des POMC-Gens
entspricht. HPO 10 ist eine 24 Basen lange Sequenz, die dem komplementéren
und vom &’ nach 3’ Ende geschriebenem Strang der auf Exon 3 gelegenen Basen
mit der Position 8166-8189 des POMC-Gens entspricht. Einschlie3lich dieser
Primersequenz wurde eine 813 bp lange Nukleotidsequenz des POMC-Gens
(ohne Intron B) in den Proben aus Zellmaterial der Positivkontrolle amplifiziert

bzw. in den Proben aus Zellmaterial der Zellinien HaCaT und A 431 erwartet.

HPO1/ HPO2: 5-TGT CAG GAC CTC ACC ACG GA 3'-/ 5-CCA TGG AGT AGG
AGC GCT TG-3’, HPO1 entspricht den 20 auf Exon 2 gelegenen Basen mit der
Position 4594-4613 des POMC-Gens, HPO2 dem komplementaren, von 5’ nach 3’
geschriebenen Strang der 20 auf Exon 3 gelegenen Basen mit der Position 7785-
7804 des POMC-Gens. Mit diesem Primerpaar wurde ein 319 Basen grol3es

Amplifikat erwartet.

HPO13/ HPO10: 5-AAG CGG CGC CCA GTG AAG GT-3/ 5-TGC CCT CAC
TCG CCC TTC TTG TAG-3’, HPO13 entspricht den 20 auf Exon 3 gelegenen
Basen mit der Position 7837-7856 des POMC-Gens, HPO 10 siehe oben. Mit

diesem Primerpaar wurde ein 353 Basen grof3es Amplifikat erwartet.

FARO1A/ FARO1B: 5-AGG ACC TCA CCA CGG AAA GCA ACC T-3/ 5-AGT
GCT CCA TGG AGT AGG AGC GCT T-3’, dieses Primerpaar wurde der Arbeit
von Can et al. (1998) enthommen. Es wurde ein 300 Basen grofdes Amplifikat

erwartet.

SLO1A/ SLO1B: 5-GAG GGC AAG CGC TCC TAC TCC-3'/ 5-GGG GCC CTC
GTC CTT CTT CTC-3’, dieses Primerpaar wurde der Arbeit von Slominski et al.

(1995) entnommen Es wurde ein 260 Basen grol3es Amplifikat erwartet.

Alle Exons des hypophysdren POMC und die verwendeten Primer wurden zur

besseren Ubersicht in Abb. 39 dargestellt.

35 Zyklen wurden wie folgt durchgefiihrt: Denaturierung 50 sec bei 94°C,
Annealing 1 min bei 58°C, Extension 1 min bei 72°C. Fur die letzte Extension

wurde 10 min bei 72°C inkubiert, um alle begonnenen Amplifikationen
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abzuschliel3en.

4.3.3.2 Agarosegel-Elektrophorese

Die Trennung der Amplifikationsprodukte erfolgte mittels Agarose-Gel-
Elektrophorese. 1,2 g Agarose wurden in 100 ml Laufpuffer geldst und in die
Gelkammer gegossen. Ein Kunststoffkamm wurde in das flussige 1,2%-ige
Agarosegel eingesetzt, der nach Ausharten des Gels vorsichtig entfernt wurde.
Die Kammer wurde vollstandig mit Laufpuffer geflllt. In die entstandenen Taschen
wurden 18 ul Probe einppipettiert (15 pl der jeweiligen Probe und 3ul 6fach-
Puffer). In eine Tasche wurde anstelle der Probe 7,5 pl eines Markers zur
GrolRenbestimmung der Amplifikate einpipettiert. Die Elektrophorese wurde etwa
1 h bei 90 V durchgeftuihrt. Danach wurde das Gel fir 30 min in einer 0,05%-igen
Ethidiumbromid-L6ésung inkubiert und die unter UV-Licht erscheinenden Banden

fotodokumentiert.

4.3.3.3 Standardisierung des Verfahrens

Als Positivkontrolle wurde die POMC-exprimierende Bronchialkarzinomzellinie
DMS 79 (Newell-Price, 2003; Picon et al., 1999) verwendet. Bei der
Sequenzierung des etwa 800 Basen langen Amplifikates durch die Arbeitsgruppe
von Prof. Chakraborty, Institut fir Mikrobiologie der JLU, Giel3en, konnte
sichergestellt werden, dal} es sich mit Sicherheit um die Nukleotidsequenz des
humanen hypophysaren POMC-Gens handelte. Als Negativkontrollen dienten die
nicht transkribierten Ansatze des jeweiligen Versuchs sowie eine Probe, die
ausschlie3lich RNase freies Wasser enthielt. Zur Bestimmung der Grol3e der
Amplifikate wurde ein Gemisch von Substanzen definierter Basenlange
(1000/800/700/600/00/400/300/200/100 bp) eingesetzt (DNA-Marker).
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4.4 Uberpriufung der Bildung und Freisetzung von
hypophysaren POMC-Derivaten in HaCaT- und
A 431-Zellkulturen

4.4.1 Gewinnung von Zellkulturiberstanden fir die Bestimmung
von POMC-Derivaten

Das Zellkulturmedium (5 ml entsprechend dem Uberstand von 2,5 Millionen
HaCaT-Zellen bzw. 1,65 Millionen A 431-Zellen pro Zellkulturschale) wurde in 13
ml  Sarstedt-R6hrchen mit Enzymhemmer-Cocktail (3.2.2) pipettiert und
anschlieRend mit 1/25 des Uberstandsvolumens 1N HCI versetzt. Die Proben
wurden 30 min bei 4°C inkubiert und anschlie3end bei -20°C gelagert. Nach dem
Auftauen wurden die Proben 30 sec bei 4°C im Ultraschallbad behandelt, 30 min

bei 16000 g zentrifugiert und extrahiert (4.4.5).

4.4.2 Gewinnung von Zellmaterial flr die Bestimmung von
POMC-Derivaten

4.4.2.1 Ablosen der Zellen

Die Zellen wurden nach Abpipettieren des Uberstandes mit 2,5 ml PBS defic.
gespult und dann mit einem Kunststoffschaber von der Schalenoberflache geldst
und in insgesamt 2,5 ml (50% des Uberstandsvolumens) 10 mM
Trispuffer/Enzymhemmer-Cocktail (3.2.2) aufgenommen und in ein vorbereitetes

13 ml Rohrchen pipettiert.

4.4.2.2 Lyse der Zellen

Die wie unter 4.4.2.1 beschrieben abgelosten Zellen wurden 30 min bei 4°C

inkubiert und anschlieR3end bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C eingefroren.
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4.4.2.3 Vorbereitung der Zellysate zur Extraktion

Nach dem Auftauen wurden die Proben 30 sec bei 4°C im Ultraschallbad
behandelt. Anschliel3end wurden die somit erhaltenen Zellysate im Verhaltnis 1:2
mit 0,005 M HCI (50% des Uberstandsvolumens) verdiinnt und damit ein pH-Wert
von 3-3,5 eingestellt. Die Proben wurden dann bei 16000 g 30 min zentrifugiert,

der entstandene Uberstand wurde wie unter 4.4.5 beschrieben, extrahiert.

4.4.3 Zellzdhlung

Pro Versuch wurde exemplarisch je eine Zellkulturschale benutzt, um die Anzahl
der Zellen pro Kulturschale festzustellen. Dazu wurden fest haftende HaCaT- und
A 431-Zellen kurz mit PBS defic abgespilt, mit 2,5 ml (50% des
Uberstandsvolumens) EDTA/Trypsin-Losung versetzt und bei 37°C im 5%-CO,-
Begasungsbrutschrank 15 min inkubiert. Danach waren die Zellen abgel6st, also
nicht mehr adharent (flach mit Auslaufern), sondern sie erschienen unter dem
Mikroskop rund. Die Zellsuspension wurde mit einer 1000 ml-Pipette vorsichtig
gemischt, 20 pl der Suspension wurden zur Zellzahlung entnommen. Die Z&hlung
erfolgte in einer Neubauer-Zahlkammer (1 Quadrat x 10000 = Zellen/ml). Es
wurden jeweils 4 Quadrate ausgezahlt und der Mittelwert X(meany bestimmt. Die fur
die Zellzdhlung verwendeten Zellkulturen gingen nicht direkt in den Versuch ein,
sondern wurden verworfen. Zusatzlich durchgefiihrte zahlreiche Vorversuche und
die Zellzahlungen der im Rahmen der Arbeit beschriebenen Versuche ergaben im
Mittel 2,5 Millionen HaCaT-Zellen bzw. 1,65 Millionen A 431-Zellen pro 60 mm

Zellkulturschale.

4.4.4 Standardisierung des Verfahrens zur Bestimmung von
POMC-Derivaten

Um Standards fur ZelllUberstdnde und -lysate zu erhalten, wurden HaCaT- und
A 431-Zellen in 100 mm Zellkulturschalen geziichtet. Das Uberstandsvolumen
betrug 12-14 ml. Die Zellz&hlung entfiel. Die Zellkulturiiberstande der einzelnen
Zellkulturschalen wurden gepoolt und nicht mit HCI versetzt. Die Zellen wurden

wie unter 4.4.2 beschrieben abgeldst und in 50% des Uberstandsvolumens 10
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mM Trispuffer/Enzymhemmer-Cocktail (3.2.2) aufgenommen und gepoolt. Alle
Proben wurden 30 min bei 4°C inkubiert und anschlie3end bei -20°C eingefroren.
Nach dem Auftauen wurden die Lysatproben 30 sec bei 4°C im Ultraschallbad
behandelt. Alle Proben wurden 30 min bei 16000 g zentrifugiert und anschlie3end

filtriert.

4.4.4.1 Filtration von Zellkulturiberstdnden und Zellysaten

Die so gewonnenen Zellkulturiberstande und -lysate wurden Uber Sep-Pak
Kartuschen gereinigt. Moglicherweise vorhandene POMC-Derivate wurden an das
Octadecasilyl-Material der Kartuschen gebunden. Analog zur Extraktion (4.4.5)
wurden Sep-Pak Kartuschen fur die Filtration mit 5 ml Methanol, 5 ml Harnstoff (8
mol/l) und 10 ml Aqua bidest. aktiviert. Pro Kartusche wurden 5 ml Probe filtriert.

Die Filtrate wurden gesammelt und gepoolt.

4.4.4.2 Erstellung von Standardkurven
Uberstand-Standardproben

POMC-Derivate wurden zu je 5 Konzentrationen (1/10/100/1000/10000
fmol/Ansatz) in Puffer-D geldst. 10 pl der jeweiligen Verdinnung des POMC-
Derivates wurden in 13 ml Roéhrchen vorgelegt. 5 ml des Uberstandfiltrats, 1/10
(500 pl) des Volumens an Enzymhemmer-Cocktail und 1/25 des Volumens (200
pl) an N HCI wurden zugegeben.

Lysat-Standardproben

POMC-Derivate wurden zu je 5 Konzentrationen (1/10/100/1000/10000
fmol/Ansatz) in Puffer-D geldst. 20 pul der jeweiligen Verdinnung des POMC-
Derivates wurden in 13 ml R6hrchen vorgelegt. 2,5 ml des Lysatfiltrates und 2,5
ml 0,005 N HCI| wurden zugegeben und gemischt. Alle Proben wurden bis zur

radioimmunologischen Analyse bei -20°C gelagert.

Zusatzlich wurden sogenannte Leerextrakte von Zellkulturiberstanden und
Zellysaten Hergestellt, die fur Blank (Bl)- und Boy-Werte der jeweiligen

Standardkurven benotigt wurden. Hierzu wurden filtrierte, aber sonst
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,unbehandelte® Zellkulturiberstande und Zellysate extrahiert und analog zu den

Standardproben weiterbehandelt.

4.45 Extraktion

Zelliberstande und -lysate aus den Versuchen, sowie die filtrierten Uberstand-
und Lysatstandardproben und -leerextrakte (4.4.4), wurden vor der radio-
immunologischen Bestimmung der POMC-Derivate Uber Sep-Pak-C18-
Kartuschen gereinigt. Dazu wurden die POMC-Derivate an das Octadecasilyl-
Material der Kartuschen gebunden und durch mit Sure versetztes organisches
Losungsmittel wieder desorbiert. Alle Proben wurden unmittelbar vor der
Extraktion 30 min bei 16000 g zentrifugiert. Alle Extraktionsschritte erfolgten bei
Temperaturen von 0-4°C (alle Lésungsmittel wurden ebenfalls auf 4°C gekunhlt).
Die Sep-Pak Kartuschen wurden mit 5 ml Methanol, 5 ml Harnstoff (8 mol/l) und
10 ml Aqua bidest. aktiviert. Die Uberstande der aufgetauten, zentrifugierten
Proben (5 ml) wurden durch ein Vakuum, erzeugt durch eine Wasserstrahlpumpe,
mit einer FluBrate von etwa 1 ml/min durch die Kartuschen gesaugt. Im Anschluf3
wurden die Kartuschen mit je 10 ml Aqua bidest. und 4%-iger Essigsaure
gewaschen. Die auf den Kartuschen adsorbierten POMC-Derivate wurden durch
10 ml einer 1-Propanol/Essigsaureldosung (v/v=96/4) von den Kartuschen
desorbiert und in Probenrdéhrchen aufgefangen. Somit enthielten die Eluate die
Menge an POMC-Derivaten, die aus je 5 ml Uberstand bzw. Lysat (entsprechend
2,5 Millionen HaCaT- bzw. 1,65 Millionen A 431-Zellen) sowie den Uberstand-
und Lysatstandardproben, extrahiert werden konnten. Das organische
Losungsmittel wurde durch Vakuum-Zentrifugation des Eluates bei etwa 18°C in
einem Speed Vac Concentrator verdampft. Dem in den Rdhrchen verbleibenden
Ruckstand wurden 0,5 ml Aqua bidest. zugegeben und die Proben im
Lyophilisator gefriergetrocknet. Das Lyophilisat wurde in je 0,5 ml Puffer C geldst
(2 h bei 4°C auf einem Ruttler) und auf 4 Aliquots (Uberstand) a 100 pl
(entsprechend 20% der Zellmenge pro Schale bzw. 500000 HaCaT-Zellen bzw.
330000 A 431-Zellen) bzw. 9 Aliquots (Lysat) a 50 ul (entsprechend 10% der
Zellmenge pro Schale bzw. 250000 HaCaT-Zellen bzw. 165000 A 431-Zellen) in
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1,5 ml Reaktionsgefal3e verteilt. Die Restvolumina wurden verworfen. Die Proben

wurden bis zur radioimmunologischen Analyse bei -20°C eingelagert.
4.4.6 Fluid-phase-one-site-Radioimmunoassays (FP-RIAS)

4.4.6.1 Prinzip und Durchfihrung

Eine konstante Menge an radioaktiv markiertem Antigen (Tracer) und eine zu
bestimmende Menge an nicht radioaktiv markiertem Antigen konkurieren um eine
begrenzte Menge an Bindungsstellen an im Anti-Serum enthaltenen Antikorpern.
Je hoher die Konzentration an nicht markiertem Antigen ist, desto weniger Tracer
wird an den Antikérper gebunden. Zur Messung von antikdrpergebundener
Radioaktivitat erfolgt ein Trennschritt. Das freie radioaktiv markierte Antigen wird
an Aktivkohle adsorbiert. Diese feste Phase wird von der flissigen Phase mittels
Zentrifugation getrennt. Die antikorpergebundene Radioaktivitat im Uberstand
wird im Gamma-Zahler gemessen. Fur alle Versuchsansatze wurden 1,5 ml
Eppendorfgefal3e bzw. 3,5 ml Sarstedt-Rohrchen sowie RIA Puffer C (PC) und D
(PD) (3.2) nach Guillemin et al., (1977) benutzt. Die RIAs setzen sich aus

folgenden Inkubationsansatzen zusammen (jeweils Doppelbestimmung):

Gesamtradioaktivitat (CT-Wert): Dieser Wert diente der Bestimmung der

Gesamtmenge an Radioaktivitat im Inkubationsansatz.

Blank-Wert (Bl-Wert): Dieser Leerwert diente der Ermittlung der unspezifischen
Radioaktivitat im Uberstand. Hier wurden sowohl nicht an Antikorper gebundene
Radioaktivitat als auch der Gerateleerwert erfal3t. Der Blank-Wert wurde von allen

anderen Werten abgezogen.

Null-Standard (Bo-Wert): Der Null-Stabdard diente zur Bestimmung der Menge an
radioaktiv markiertem Peptid, das in Abwesenheit von nicht radioaktiv markiertem
Peptid vom Antikérper gebunden werden konnte. By entsprach dem 100%-

Bindungswert des Tracers.

Standardwerte: Diesen Inkubationsanséatzen wurden definierte, in 10er-Potenzen
ansteigende Mengen an nicht markiertem Peptid zugesetzt (4.4.4). Aus diesen

Werten wurden Standardkurven mit ORIGIN, einem technisch-wissenschaftlichen
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Zeichenprogramm, erstellt, anhand derer die Substanzmenge in einer zu

analysierenden Probe ermittelt werden konnte.

Probenwerte: In diesen Anséatzen wurden die Konzentrationen an a-MSH-IRM,
N-Acetyl-3-Endorphin-IRM, -Endorphin-IRM und CLIP-IRM in einer Probe (z.B.
Serum, Extrakte von Zellkulturiberstanden und Zellysaten) gemessen. Das in der
jeweiligen Probe enthaltene nicht radioaktiv markierte Antigen sollte das
radioaktiv markierte, zugegebene Peptid (Tracer) von seiner Bindungsstelle am
Antikorper verdrangen. Anhand des Ausmal3es der Verdrangung des Tracers
konnte mit Hilfe der Standardkurve die Konzentration des jeweiligen Peptids in
der Probe bestimmt werden. Alle RIAs wurden in 1,5 ml EppendorfgefalRen bei
4°C angesetzt. Die einzenen Bestandteile des Versuchsansatzes wurden nach
dem in Tab. 2 (Assaycharakterisierung und Titerbestimmung) bzw. Tab. 3 und
Tab. 4 (Nachweis von POMC-Derivaten in Zellkulturiberstanden und Lysaten)
dargestellten Schema pipettiert. Das Volumen pro Ansatz betrug mit Ausnahme
des CT-Wertes (540 ul PC) immer 240 pl. Die Antiseren wurden in Puffer C
soweit verdunnt, dal3 50 pl dieser Verdinnung eine Antikdrperkonzentration
aufwiesen, die ausreichend war, um ca. 30% des zugegebenen Tracers zu
binden. Der Tracer selbst wurde in Puffer D soweit verdunnt, dafd in 20 ul dieser
Losung etwa 3000 cpm gemessen werden konnten. Nach dem Einpipettieren der
Tracers wurden alle Proben 20 sec geschiittelt und anschliel3end 20-24 h bei 4°C

inkubiert.

Analog zu den Proben wurden bei den Lysat- bzw. Uberstand-Extrakt-
Standardkurven jeweils 50 bzw. 100 pl Puffer C gegen Zellysatstandardextrakt
bzw. Zellkulturiberstandextrakt ausgetauscht (Tab. 3 und Tab. 4). Fir die
jeweiligen BI- und Bo-Werte wurden Zellysatleerextrakte bzw.
Zellkulturiberstandleerextrakte in den entsprechenden Volumina anstelle von
Puffer C eingesetzt (Tab. 3 und Tab. 4). Danach erfolgte die Trennung des freien
vom antikérpergebundenen Peptid mittels Adsorption des freien Peptids an
Aktivkohle. Hierzu wurden den Inkubationsanséatzen, mit Ausnahme des CT-
Wertes je 300 ul Kohlesuspension (1% Aktivkohle und 0,5% BSA in Puffer C)

zugesetzt; dann wurde sie 20 sec geschiittelt, anschlieRend 15 min inkubiert und
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bei 8800 g 4 min

zentrifugiert.

450 pl

des Uberstandes wurden in

Counterrohrchen (3,5 ml Sarstedt-Réhrchen) abpipettiert und die darin enthaltene

Radioaktivitat 1 min im Gammazéahler gemessen.

CT Bl Bo Standard Probe
1. Puffer C (PC) 500 pl 200l 150pl 150 pl 100 pl
2. Puffer D (PD) 20 pl 20 pl 20 pl - 20 pl
3. Standard in PD - - - 20 ul -
4. Probe (Serum) - - - - 50 pl
4. Antiserum in PC - - 50 50 50 pl
5. Tracer in PD 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl
6. Kohle in BSA - 300 pl 300 pl 300 pl 300 pl

Tab. 2

Zusammensetzung der Inkubationsansatze im FP-RIA zur

Assaycharakterisierung bzw. Antikorpertiterbestimmung

CT BI-L Bo-L Probe-L Standard-L

Leerextrakt-L in PC - 50 pl 50 pl - -
Standardextrakt-L - - - - 50 pl
in PC

Probenextrakt in PC - - - 50 pl -
Puffer C (PC) 500 pl 150 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Puffer D (PD) 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl
Antiserum in PC - - 50 pl 50 pl 50 pl
Tracer in PD 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl
Kohle in BSA - 300 pl 300 pl 300 pl 300 pl

Tab.3 Zusammensetzung der Inkubationsansétze in den FP-RIAsS

zum Nachweis von POMC-Derivaten in Zellysaten
Proben aus Zellysaten sind in der Tabelle mit mit ,L“ bezeichnet
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CT BI-U Bo-U Probe-U Standard-U

Leerextrakt-U in PC 100 pl 100 pl
Standardextrakt-U 100 pl
in PC
Probenextrakt in PC 100 pl
Puffer C (PC) 500 l 100 50 pl 50 pl 50 pl
Puffer D (PD) 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl 20 ul
Antiserum in PC 50 pl 50 pl 50 ul
Tracer in PD 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl 20
Kohle in BSA 300 l 300 300 pl 300 pl

Tab.4 Zusammensetzung der Inkubationsanséatze in den FP-RIAs

zum Nachweis von POMC-Derivaten in Zellkulturiiberstanden
Proben aus Zellkulturiiberstanden sind in der Tabelle mit ,U*
bezeichnet

4.4.6.2 Entwicklung von zwei FP-one-site RIAs zur Bestimmung von a-MSH-

und CLIP-immunoreaktivem Material (IRM)

4.4.6.2.1 Gewinnung polyklonaler Antiseren gegen a-MSH und CLIP

4.4.6.2.1.1 Antigene

H-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-NH;

Aminosauresequenz von Des-Ac-N-a-MSH (Ac-N-ACTH 1-13)-NH,.

entspricht  der

Arg-Pro-Val-Lys-Val-Tyr-Pro-Asn-Gly-Ala-Glu-Asp-Glu-Ser-Ala-Glu- Ala-Phe-Pro-
Leu-Glu-Phe entspricht der Aminoséauresequenz von CLIP (ACTH 18-39)

Als Antigene zur Erzeugung der Antikorper dienten die Peptide Des-Ac-N-a-MSH
(ACTH 1-13)-NH, und CLIP (ACTH 18-39) mit den o.g. Aminosauresequenzen.
Die Antigene entsprechen den kompletten Aminosauresequenzen von o-MSH und

CLIP. Die in beiden Peptiden enthaltene Aminosaure Tyrosin diente der

radioaktiven Markierung mit 1-125.
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4.4.6.2.1.2 Versuchstiere

Fur die Gewinnung der Antiseren gegen a-MSH und CLIP wurden je 3 Kaninchen
verwandt (Kaninchen Nr.174,175 und 176 fir a-MSH und Nr. 165, 166 und 167
fur CLIP). Die Immunisierung erfolgte bei Nr. 165 und 174 mit CDI- und bei 166,
167, 175 und 176 mit BDB-gekoppeltem Antigen.

4.4.6.2.1.3 Kopplung des Antigens an ein Tragerprotein

Aufgrund der geringen immunogenen Eigenschaften der eingesetzten
Oligopeptide wurden sie als Haptene an ein Tragermolekul, KLH, gekoppelt. Dies
erfolgte nach der oft erfolgreich bei der Kopplung von POMC-Derivaten
angewandten Methode von Weber et al., (1982) mit Modifikationen nach

Wiedemann und Teschemacher (1986).
Kopplung mit Carbodiimid (Beschreibung fur 1 Kaninchen)

Das Dbetreffende Peptid wurde wegen seiner voraussichtlich geringen
immunogenen Eigenschaften an ein Tragermolekil, keyhole limpet hemocyanin
(KLH), gekoppelt. 20 mg KLH wurden in 3 ml Aqua bidest. geldst. Parallel wurden
5 mg a-MSH in 0,5 ml Aqua bidest gel6st und dieser Losung wurden
anschlielRend 1,5 ml der KLH-L6sung beigemischt. Die Probe wurde 10 min bei
Raumtemperatur geschittelt. Als Koppler diente 1-Ethyl-3-(3-
Dimethylaminopropyl)-Carbodiimid (CDI). 5 mg dieser Substanz wurden in 1 mi
Aqua bidest. geldst und der Probe zugesetzt. Mit 0,2 molarer HCI wurde der pH-
Wert auf 4,5-5 eingestellt. Das Gemisch aus Trager, Peptid und Koppler wurde 60
min bei Raumtemperatur geschittelt und weitere 16-20 h bei 4°C inkubiert. Das
entstandene Konjugat wurde mit 1 ml Aqua bidest. verdinnt und in 10 Aliquots a

0,4 ml bis zur Immunisierung bei -20°C eingefroren.
Kopplung mit BDB (Beschreibung fur 1 Kaninchen)

Als Koppler wurde hier Bisdiazobenzidine (BDB), als Tragermolekuil ebenfalls
KLH eingesetzt. 20 mg KLH wurden in 40 ml Boratpuffer gelést. Anschliel3end
wurden 5 mg Peptid in 25 ml der KLH-Boratpuffer-Losung auf einem Ruhrer

vollstdndig gel6st, 0,5 ml BDB zugegeben und 2 h bei Raumtemperatur
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weitergeruhrt. Wegen der Lichtempfindlichkeit des Ansatzes geschah dies unter
Abdunklung und wegen der Toxizitdt unter einem Abzug. Danach wurde das
Konjugat in Dialyseschlauche abgeftllt und 36 h gegen 5 | Aqua bidest. dialysiert.
In dieser Zeit erfolgten 4 Wasserwechsel, nach dem letzten wurde noch 4 h
dialysiert. Der Inhalt der Schlauche wurde gepoolt und in 1 ml Aliquots aufgeteilt.
Diese wurden eingefroren und anschlie3end im Lyophilisator gefriergetrocknet.

Die Aliquots wurden bis zur Immunisierung bei -20°C eingefroren.

4.4.6.2.1.4 Immunisierung

Fur die Primarimmunisierung wurden 0,4 ml des CDI-gekoppelten Peptids mit der
gleichen Menge an komplettem Freund'schen Adjuvans gemischt und dem
betreffenden Kaninchen an mehreren Stellen am Rucken subkutan injiziert. 4
Aliquots des BDB-gekoppelten lyophilisierten Peptids wurden mit 0,5 ml an
komplettem Freund’schen Adjuvans und 0,4 ml PBS vermischt und dem
betreffenden  Kaninchen subkutan injiziert. Es erfolgten 3 weitere
Prima@rimmunisierungen pro Kaninchen im Abstand von je 1 Woche und
anschlielend bis zu 10 Boosterungen im Abstand von je 4 Wochen. Bei den
Boosterungen wurde inkomplettes Freund'sches Adjuvans anstelle von
komplettem verwendet. Die Immunisierung erfolgte nach der von Weber et al.,
(1982) beschriebenen Methode mit Modifikationen nach Wiedemann und
Teschemacher (1986).

4.4.6.2.1.5 Blutentnahmen

Die erste Blutenthahme zur Antikorpertiterbestimmung erfolgte sechs Wochen
nach der ersten Primarimmunisierung. Jeweils 2 Wochen nach einer Boosterung
erfolgten ebenfalls Blutabnahmen zur Titerbestimmung. Zur Blutabnahme wurde
die OhraulRenseite des jeweiligen Kaninchens mit Finalgon-Creme eingerieben.
Nach dem Hervortreten der Gefél3e erfolgten die Desinfektion des Ohres mit
Softasept und Blutabnahme mittels Kanile. Das Ohr wurde anschlielend zur
Blutstillung mit Vasiline eingerieben. Die Blutproben wurden 1 h bei

Raumtemperatur und weitere 24 h bei 4°C inkubiert und anschliel3end 15 min bei
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1000 g zentrifugiert. Der Uberstand (Serum) wurde abpipettiert und bei -20°C

eingefroren bzw. direkt weiterverarbeitet.

4.4.6.2.1.6 Herstellung radioaktiv markierter Peptide

Zur Bestimmung der Antikdrpertiter in den Kaninchenseren war es notwendig, die
beiden Peptide Ac-N-a-MSH(1-13)-NH, und CLIP(1-22) radioaktiv zu markieren.

Fir die radioaktive Markierung wurde **°

Jod ( y-Strahler, Halbwertszeit 60 Tage)
an die aromatische Ringstruktur des im Peptid enthaltenen Tyrosins gebunden.
Die Jod-Markierung wurde bei Zimmertemperatur mit eisgekihlten Reagenzien
durchgefihrt. Die Markierung erfolgte nach der Chloramin-T-Methode (Hazum et
al., 1979; Hunter and Greenwood. 1962) mit Modifikation (Wiedemann und

Teschemacher, 1986)

4.4.6.2.1.7 Titerbestimmung

Der Antikorpertiter wurde in verschiedenen Antiserumverdinnungen (1:100,
1:500, 1:1000, 1:10000) in einem FP-RIA durch Zugabe von radioaktiv markiertem
Antigen ermittelt. Fur die Serumverdinnung 1:100 wurde zusatzlich die
Verdrangbarkeit des radioaktiv markierten Antigens durch das jeweilige nicht

markierte Antigen und damit die Reversibilitat der Antikdrperbindung bestimmt.

4.4.6.2.1.8 Auswahl und Lagerung der Antiseren

Wies ein Kaninchen einen ausreichend hohen Antikérpertiter auf, wurde es durch
Legen eines Katheders in die Arteria carotis in Ketamin-Narkose entblutet. Die
Serumfraktionen eines Kaninchens mit dem hdchsten Antikorpertiter wurden

gepoolt, aliquotiert (je 1 ml) und bei -20°C eingefroren.

4.4.6.3 Charakterisierung der neu entwickelten RIAs

Zur Charakterisierung der neuen Methoden wurden der relative ,inter-assay
coefficient of variation“ als Mal} fur die Reproduzierbarkeit und der relative ,intra-
assay coefficient of variation“ als Mal} fur die Pazision des Assays berechnet.
AuRerdem wurden die Nachweisgrenze des Assays (,detection limit“) sowie die

Spezifitat (,cross reactivities) bestimmt. Die nachfolgenden Parameter wurden
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nach dem gleichen Prinzip jeweils fur die neu entwickelten Radioimmunoassays

fur a-MSH-IRM (Antiserum 174E) und CLIP-IRM (Antiserum 167E) bestimmt.

4.4.6.3.1 Reproduzierbarkeit (,,inter-assay coefficient of variation*)

Die Bestimmung des ,inter-assay coefficient of variation® erfolgte mittels 10
unabhéngig voneinander angesetzter Standardkurven. Die Werte wurden mit dem
Computerprogramm  ORIGIN sigmoidal (Unterprogramm LOGISTIC) zu
Standardkurven gefittet. Der ICs-Wert der sigmoidal verlaufenden Kurve
entspricht dabei der Menge an nicht radioaktiv markiertem Peptid, die unter den
gegebenen Bedingungen zu einer 50%-igen Verdrangung des radioaktiv
markierten Peptids fuhrt. Bei jeder der 10 Standardkurven wurde die Menge an
Peptid in fmol pro Inkubationsansatz ermittelt, durch die eine 50%-ige
Verdrangung des Tracers durch das nicht radioaktiv markierte Peptid erreicht
wurde. Aus den erhaltenen 10 Werten (n) wurden Mittelwert (Xmean) und
Standardabweichung (s) berechnet. Der inter-assay coefficient of variation®
ergibt sich als Quotient aus der Standardabweichung und dem Mittelwert, der
relative ,inter-assay coefficient of variation (V,) ergab sich wie folgt:

Vi[%)]= [s/(x*\n)]*100

4.4.6.3.2 Prazision (,,intra-assay coefficient of variation®)

Zur Bestimmung des ,intra-assay coefficient of variation“ wurden fur 10 gleiche
Ansatze mit einer definierten Menge an Peptid (50 fmol) die Mel3signale (cpm)
bestimmt und Uber die gefittete Standardkurve (4.4.6.3.1) die zugehdrige fmol-
Menge ermittelt. Auch hier wurden aus den 10 Werten wieder Mittelwert (Xmean)),
Standardabweichung (s) und daraus der relative ,intra-assay coefficient of

variation* (V,) bestimmt:  V/[%]= [s/(x*Vn)]*100

4.4.6.3.3 Nachweisgrenze (,,detection limit*)

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze des Assays wurden zu einer Standardkurve

zusatzlich 10 Bo-Werte angesetzt und jedem Melf3signal (cpm) derselben eine
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Substanzmenge (in fmol) zugeordnet. Aus diesen Bo-Werten wurden Mittelwert
(Xmean)) Und Standardabweichung (s) gebildet. Die Werte Xmean)- S €ntsprachen der

Nachweisgrenze des jeweiligen Assays.

4.4.6.3.4 Spezifitat (,,cross reactivities®)

Die Spezifitat eines Assays gibt mittels Kreuzreaktivitaten an, mit welcher
Wabhrscheinlichkeit eine bestimmte Substanz nachgewiesen werden kann. Um die
Spezifitdt der entwickelten Assays zu bestimmen, wurde eine Reihe von Peptiden,
von denen eine Kreuzreaktivitat mit den gewonnenen Antikdérpern zu erwarten
war, auf die Verdrangbarkeit der betreffenden Tracer getestet. Dazu wurden die
jeweiligen Peptide in 7 Konzentrationsstufen (0,1 - 100000 fmol/50 ul- Ansatz)
eingesetzt und die Bindung des betreffenden Peptids an den Antikdrper Gber die
Verdrangbarkeit des betreffenden Tracers vom Antikorper getestet. In Abb. 3,
Abb. 4 und Abb. 5 sind die auf Kreuzreaktivitdten getesteten Peptide dargestellt.
Die Bindung des Tracers, d.h. das Mel3signal des RIAs wurde mit den Signalen
der jeweiligen Standardkurve verglichen und die Kreuzreaktivitat als Prozentsatz
der Bindung des Antikdrpers an das jeweilige Peptid angegeben (Tab. 5, Tab. 6.,
Abb. 3, Abb. 4).

4.4.6.4 Durchfahrung der neu entwickelten RIAs

4.4.6.4.1 o-MSH-IRM

Das zur Bestimmung von a-MSH-IRM gewonnene polyklonale Antiserum 174E
wurde in allen Versuchen in der Verdinnung 1:10000 eingesetzt. Als Tracer
wurde radioaktiv markiertes a-MSH (1-13)-NH, verwendet. Der RIA wurde, wie in
Tab. 2 und Abschnitt 4.4.6.1 beschrieben, durchgefthrt.

4.4.6.4.2 CLIP-IRM

Auch dieser RIA wurde analog den Angaben unter Tab. 2 und Abschnitt 4.4.6.1
durchgefiihrt. Das neu gewonnene Antiserum 167E wurde in der Verdinnung

1:800 eingesetzt, als Tracer diente radioaktiv markiertes CLIP (1-22).

43



4.4.6.5 Bereits entwickelte RIAs zur Bestimmung von 34.Endorphin-IRM und
N-Acetyl-By.Endorphin-IRM

In der Arbeitsgruppe lagen bereits polyklonale Antiseren zur Bestimmung von
By.Endorphin (84E) (Harbach et al.,, 2000; Kramer. 1988,) und
N-Acetyl-34.Endorphin (27P) vor.

4.46.5.1 By-Endorphin-IRM

Antiserum 84E wurde in einer Verdinnung von 1:10000 eingesetzt. Die Antikorper
dieses Serums sind gegen die Aminosauresequenz von 3y-Endorphin (17-26) -
LFKNAIIKNA- gerichtet. Alle Substanzen, die diese Aminosauresequenz
beinhalten (R-Endorphin, R-Lipotropin und R-Endorphin-Fragmente, die diese
Determinante tragen), kreuzreagieren mit dem Antiserum 84E. Als Tracer diente
radioaktiv markiertes 3y-Endorphin (1-31). Die Nachweisgrenze des Assays lag
bei 2-10 fmol/ml.

4.4.6.5.2 N-Acetyl-B4-Endorphin-IRM

Antiserum 27P wurde 1:1000 verdinnt eingesetzt. Die Antikdrper des Antiserums
27P waren gegen Ac-N-[34-Endorphin (1-4) gerichtet und kreuzreagierten mit
samtlichen acetylierten N-terminalen Fragmenten des 3-Endorphins. Als Tracer
diente radioaktiv markiertes Ac-N-[34-Endorphin (1-31). Die Nachweisgrenze des

Assays lag bei 5-10 fmol/ml.

Die Nachweisgrenzen der einzelnen Assays wurden fur den jeweiligen Versuch
mitbestimmt. Daftr wurde vom Mittelwert der pro Assay bestimmten Bo-Werte die
einfache Standardabweichung s abgezogen und dieser Wert anhand der
jeweiligen Standardkurve in fmol umgerechnet. Um eine direkte Vergleichbarkeit
der Werte zu erreichen, wurden auch die Nachweisgrenzen und die Konzentration
der POMC-Derivate in den Lysaten wie in den Uberstanden in fmol/ml

(entsprechend 20% der Zellmenge pro Schale) dargestellt.
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5 ERGEBNISSE

5.1 Ergebnisse der Methodenentwicklung:
Charakteristika der neu entwickelten RIAs zur

Bestimmung von a-MSH- und CLIP-IRM

5.1.1 RIA zur Bestimmung von a-MSH-IRM

Mit dem vorliegenden Antiserum 174E sollte ein Assay zum Nachweis von
a-MSH-IRM entwickelt werden. Hierzu wurden mehrere Antiserumverdinnungen
getestet, um eine optimale Antikdrperkonzentration bei einer ausreichenden
Bindung des Tracers an die Antikdrper zu erreichen. Die Charakterisierung des
Assays erfolgte bei einer Serumverdiinnung 1:200000. Diese Titerbestimmungen
wurden regelmafdig wiederholt um eine gleichbleibend 30% Bindung des Tracers
an die Antikorper sicherzustellen. Fur die spéteren Versuche wurde eine

Verdinnung von 1:10000 verwendet.
Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit kennzeichnet den Grad der Ubereinstimmung
wiederholter Messungen. Die Berechnung erfogte wie unter 4.4.6.3.1

beschrieben.

Mittelwert der Kontrollstandards: Xmean) = 47,5 fmol a-MSH/Ansatz
Standardabweichung: S = 16,3 fmol a-MSH/Ansatz
Varianzkoeffizient: Vv = 0,35

Relativer Varianzkoeffizient: V. = 11,06%

Prazision

Die Prazision kennzeichnet den Grad der Ubereinstimmung mehrerer Werte
innerhalb eines Assays. Die Berechnung erfolgte wie unter 4.4.6.3.2 beschrieben.

Mittelwert der Kontrollstandards: Xmean) = 67,35 fmol a-MSH/Ansatz
Standardabweichung: S = 7,42 fmol a-MSH/Ansatz
Varianzkoeffizient: Vv = 0,11

Relativer Varianzkoeffizient: V. = 3,49 %
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Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze eines konventionellen FP-one-site-RIAs ist die
Konzentration an nachzuweisender Substanz, die signifikant vom Nullstandard
unterschieden werden kann. Nach dem unter 4.4.6.3.3 beschriebenen Vorgehen
ergaben sich folgende Werte fur die Nachweisgrenze des Assays:

Nachweisgrenze (-1s) = 3,23 fmol a-MSH/Ansatz
Spezifitat

Zur Bestimmung der Spezifititt des Assays wurden die Kreuzreaktivitaten
ausgewahlter POMC-Derivate mit dem Antiserum 174E ermittelt. Diese sind in
Abb. 3 sowie in Tab. 5 dargestellt. Es besteht neben o-MSH lediglich fur ACTH
(1-24) und(Tyr’)-a-MSH (9-12) eine geringe Wahrscheinlichkeit des Nachweises
mit dem vorliegenden Antiserum. Die anderen Substanzen wurden von den im
Antiserum enthaltenen Antikdrpern nicht erkannt. Dieser Assay ermdoglicht infolge
des axialen Antikorper-Angriffs am C-Terminus des Peptides einen
hochspezifischen Nachweis von a-MSH (10-13)-IRM: Es wird nur die C-terminal
amidierte Aminoséuresequenz des o-MSH-C-Terminus erkannt (Abb. 5,
6.1.2.2.1.1).

POMC-Peptid Kreuzreaktivitat in %

B-MSH 0

o-MSH (Ac-N-ACTH 1-13-NH,) 100
v- MSH 0
ACTH (1-10) 0

ACTH (1-24) <0,6
Ac-N-(Tyr’)-a-MSH (1-5) 0
(Tyr®)-a-MSH (9-12) 2,0

Tab.5 Kreuzreaktivitaten der POMC-Derivate mit Antiserum 174E in

%
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[***I]-a-MSH gebunden
(in % von [**°1]-a-MSH im Ansatz)
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Peptid-Konzentration (fmol/Ansatz)

Abb. 3 Kreuzreaktivitaten des Antiserums 174E

Die Kreuzreaktivitdt « berechnet sich aus der dem Wendepunkt
der Standardkurve entsprechenden Konzentration von a-MSH und
der dem Wendepunkt der Verdrangungskurve entsprechenden
Konzentration eines anderen Peptids.

Beispiel (Tyr’)-a-MSH (9-12): Der Wendepunkt der o-MSH-
Standardkurve entspricht einer Peptidkonzentration von 60 fmol,
der Wendepunkt der (Tyr’)-a-MSH (9-12)-Verdrangungskurve
einer Konzentration von 3000 fmol. Es ergibt sich eine
Kreuzreaktivitat von « = (60/3000)*100 = 2,0 %

5.1.2 RIA zur Bestimmung von CLIP-IRM

Antiserum 167E wurde nach Titerkontrollen in einer Konzentration 1:800 fur alle

Versuche verwendet. Erlauterungen zur Charakterisierung siehe 5.1.1.

Reproduzierbarkeit

Mittelwert der Kontrollstandards: Xmeany = 40,65 fmol CLIP/Ansatz
Standardabweichung: S = 15,3 fmol CLIP/Ansatz
Varianzkoeffizient: Vv = 0,38

Relativer Varianzkoeffizient: V, = 11,9%
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Prazision

Mittelwert der Kontrollstandards: Xmeany = 79,16 fmol CLIP/Ansatz
Standardabweichung: S = 24,09 fmol CLIP/Ansatz
Varianzkoeffizient: \% = 0,30

Relativer Varianzkoeffizient: V, = 9,62%

Nachweisgrenze
Nachweisgrenze (-1s) = 2,43 fmol CLIP/Ansatz
Spezifitat

Auch hier wurde die Kreuzreaktivitat gegentiber ausgewdahlten Peptiden als Mal3
fur die Spezifitat des Assays mit dem Antiserum 167E bestimmt. Es handelt sich
um ein relativ unspezifisches Antiserum, welches neben CLIP in hohem Mal3e
ACTH (1-39) und ACTH (22-39) erkennt. Abb. 4 und Tab. 6 zeigen die
Kreuzreaktivitaten der verwendeten POMC-Derivate mit dem Antiserum 167E. Die
verwendeten POMC-Derivate sind in Abb. 5 dargestellt. Der Assay ist nicht
hochspezifisch, dient aber dem Nachweis von CLIP (13-17)-IRM bzw. ACTH (30-
34)-IRM. Er kann als Screeningverfahren zum Nachweis von ACTH und/oder

CLIP eingesetzt werden.

POMC-Peptid Kreuzreaktivitat in %
CLIP (ACTH 18-39) 100

ACTH (1-39) 146,6

ACTH (22-39) 62,86

ACTH (30-39) 24.44

ACTH (29-39) 1,91
(Tyr®)-ACTH (35-39) 0

Tab. 6 Kreuzreaktivitaten der POMC-Derivate mit Antiserum 167E in %
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Abb. 4 Kreuzreaktivitaten des Antiserums 167E

Die Kreuzreaktivitdt « berechnet sich aus der dem Wendepunkt
der Standardkurve entsprechenden Konzentration von a-MSH und
der dem Wendepunkt der Verdrangungskurve entsprechenden
Konzentration eines anderen Peptids.

Beispiel ACTH (29-39): Der Wendepunkt der CLIP-Standardkurve
entspricht einer Peptidkonzentration von 44 fmol, der Wendepunkt
der ACTH (29-39)- Verdrangungskurve einer Konzentration von
2300 fmol. Es ergibt sich eine Kreuzreaktivitatt von x =
(44/2300)*100 = 1,91 %.
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Abb.5 Aminosauresequenz von Proopiomelanocortin

Kennzeichnung der Fragmente sowie ihrer Modifikationen, die zur
Testung der Spezifitdt der entwickelten RIAs eingesetzt wurden.
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5.2 Ausschlul’3 der Expression des hypophyséaren

POMC in HaCaT-Zellen

In Tab. 7 sind alle Ergebnisse zur POMC-Genexpression dargestellt, die mit den

eingesetzten Primerpaaren an HaCaT-Zellkulturen erhoben worden sind.

Zelltyp Bedingung Primer Primer Primer
HPO10 HPO10 HPO1
HPO13 EXO21 HPO2
POMC-Expression 353 813 319
(Hypophyse/Mensch)
HaCaT Glucose I RT +/-: ca.350 Schmier Schmier
RT+: ca. 500 RT+: ca. 550
HaCaT TRH 10°M RT +/-: ca.350 Schmier Schmier
RT+: ca. 500 RT+: ca. 550
HaCaT Haloperidol 10°M |RT +/-: ca.350 | Schmier Schmier
RT+: ca. 500 RT+: ca. 550
HaCaT Kontrolle RT +/-: ca.350 Schmier Schmier
RT+: ca. 500 RT+: ca. 550
DMS 79 |Positiv-Kontrolle |RT +: ca. 350 RT+: ca. 500 RT+: ca. 300
RT+: ca. 800
Tab.7 Untersuchung auf POMC-Expression:

Lange der Nukleotidsequenzen (Anzahl bp) der mittels RT-PCR
erhaltenen Amplifikate aus den RNA-Extrakten der untersuchten
Zellen im Vergleich mit den bei der Expression des hypophyséaren
POMC-Gens des Menschen zu erwartenden Nukleotidsequenz-
langen (RT+: Reverse Transkription; RT-: keine Reverse
Transkription; Schmier: diffuse Amplifikate)
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5.2.1

Abb. 6

Ausschluld der Transkription des hypophysaren

POMC-Gens unter Basal- oder Stimulationsbedingungen

1 p2 e e L 680 —=10,111 12

Lo 7.6 -9 1071112

Ergebnis der RT-PCR mit RNA-Extrakten von HaCaT-Zellen

zwecks Uberpriufung der Expression des hypophysaren

POMC-Gens, Primer HPO 10/ EXO 21

Die Spuren sind von 1-12 numeriert. Transkription: RT+; keine

Transkription: RT-

1. Marker zur Bestimmung der Grél3e der Nukleotidsequenzen
(1000/800/700/600/500/400/300/200/100 bp)

2: Negativkontrolle: RNase freies Wasser

3 und 4: RNA-Extrakte aus HaCaT-Zellen, die nicht stimuliert worden

waren = Kontrolle (Spur 3: RT-; Spur 4: RT+)

5 und 6: RNA-Extrakte aus HaCaT-Zellen nach Stimulation mit

TRH 10°M (Spur 5: RT-; Spur 6: RT+)

7 und 8: RNA-Extrakte aus HaCaT-Zellen nach Stimulation mittels

Glucosemangel (Spur 7: RT-; Spur 8: RT+)

9 und 10: RNA-Extrakte aus HaCaT-Zellen nach Stimulation mit

Haloperidol 10°M (Spur 9: RT-; Spur 10: RT+)

11 und 12: Positivkontrolle: RNA-Extrakte aus DMS 79-Zellen

(Spur 11: RT-; Spur 12: RT+)
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In HaCaT-Zellkulturen konnte weder unter basalen Bedingungen noch nach den
durchgefihrten Stimulationen eine Expression des hypophysdaren POMC-Gens
nachgewiesen werden (Abb. 6) Die als Primer benutzten Nukleotidsequenzen
5-GAA GAT GCC GAG ATC GTG CT 3 (EXO21) und 5 TGC CCT CAC TCG
CCC TTC TTG TA-3 (HPO10) fuhrten bei der Positivkontrolle (humane
Lungenkarzinomzellinie DMS 79) zur Amplifikation einer etwa 800 bp langen
Sequenz, was der erwarteten Grol3e des hypophysaren POMC-Transkripts
entsprach. Die Sequenzierung (durch Chakraborty, Institut fur Mikrobiologie,
GieRen) ergab 95% Ubereinstimmung des Amplifikates mit der betreffenden
Sequenz des humanen POMC-Gens. In keiner der Proben, weder unter
Basalbedingungen noch nach Stimulation mit TRH, Haloperidol oder unter
glucosedefizitaren Bedingungen, wurde ein 800 bp grolRes Amplifikat gefunden.
Das in allen transkribierten Proben enthaltene, etwa 500 bp lange Amplifikat
wurde sequenziert. Ein BLAST-Search im menschlichen Genom ergab, dal’ es
sich hierbei um das Amplifikat eines Fragmentes aus der Nucleotidsequenz des
WD40-CIAO1-Gens handelte. POMC und WD40-CIAO1 haben offensichtlich
nichts miteinander zu tun, beide liegen auf Chromosom 2, jedoch ca. 70 Millionen
Basen voneinander entfernt. Auf3er im Bereich der Primer gibt es weder auf Gen-

noch auf Proteinebene Sequenzhomologien (Peter Mayer, Magdeburg).

Abb. 7 und Abb. 8 zeigen ,dal3 auch mit zwei weiteren Primerpaaren mittels RT-
PCR mit RNA-Extrakten von HaCaT-Zellen keine Expression des hypophysaren
POMC-Gens nachgewiesen werden konnte. Die Primer 5-TGC CCT CAC TCG
CCC TTC TTG TA-3’' (HPO10) und 5-AAG CGG CGC CCA GTG AAG GT-3
(HPO13) fuhrten in der Positivkontrolle (Lungenkarzinomzellinie DMS 79) zur
Amplifikation einer etwa 350 bp langen Sequenz, was der erwarteten Grol3e des
hypophysaren POMC-Transkripts mit diesem Primerpaar entsprach. Da diese
Bande zwar auch auf den Spuren der HaCaT-Zell-RNA-Extrakte, jedoch jeweils
sowohl auf der RT+ -Spur als auch auf der RT- -Spur erscheint, handelt es sich
sich dabei offensichtlich um Kontaminationen mit genomischer DNA und nicht um

transkribierte cDNA-Fragmente.
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Abb. 7
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Ergebnis der RT-PCR mit RNA-Extrakten von HaCaT-Zellen

zwecks Uberprifung der Expression des hypophysaren

POMC-Gens, Primer HPO 10/HPO 13

Die Spuren sind von 1-12 numeriert. Transkription: RT+; keine

Transkription: RT-

1: Marker zur Bestimmung der Groél3e der Nukleotidsequenzen
(1000/800/700/600/500/400/300/200/100 bp)

2: Negativkontrolle: RNase freies Wasser

3 und 4: RNA-Extrakte aus HaCaT-Zellen, die nicht stimuliert worden

waren = Kontrolle (Spur 3: RT-; Spur 4: RT+)

5 und 6: RNA-Extrakte aus HaCaT-Zellen nach Stimulation mit

TRH 10°M (Spur 5: RT-; Spur 6: RT+)

7 und 8: RNA-Extrakte aus HaCaT-Zellen nach Stimulation mittels

Glucosemangel (Spur 7: RT-; Spur 8: RT+)

9 und 10: RNA-Extrakte aus HaCaT-Zellen nach Stimulation mit

Haloperidol 10°M (Spur 9: RT-; Spur 10: RT+)

11 und 12: Positivkontrolle: RNA-Extrakte aus DMS 79-Zellen

(Spur 11: RT-; Spur 12: RT+)

Die Primer 5-TGT CAG GAC CTC ACC ACG GA-3 (HPO1) und 5-CCA TGG
AGT AGG AGC GCT TG-3 (HPO2) fuhrten in der Positivkontrolle

(Lungenkarzinomzellinie DMS 79) zur Amplifikation einer etwa 300 bp langen

Sequenz, was auch hier der erwarteten GroRe des hypophysaren POMC-

Transkripts entsprach. Alle Ubrigen Spuren dieses Gels zeigten ,Schmier®, die
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RT+-Spuren zeigten zusatzlich ein unspezifisches, ca. 550 bp grofRes Amplifikat.

Es konnte keine Expression des hypophysaren POMC nachgewiesen werden

(Abb. 8).

Abb. 8

1,22 SIS RO R ORS8N0 10 11 12
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400‘.

1 2 5 6 7 8 9 10 11 12

Ergebnis der RT-PCR mit RNA-Extrakten von HaCaT-Zellen

zwecks Uberprifung der Expression des hypophysaren

POMC-Gens, Primer HPO 1/HPO 2

Die Spuren sind von 1-12 numeriert. Transkription: RT+; keine

Transkription: RT-

1: Marker zur Bestimmung der Grél3e der Nukleotidsequenzen
(1000/800/700/600/500/400/300/200/100 bp)

2: Negativkontrolle: RNase freies Wasser

3 und 4: RNA-Extrakte aus HaCaT-Zellen, die nicht stimuliert worden

waren = Kontrolle (Spur 3: RT-; Spur 4: RT+)

5 und 6: RNA-Extrakte aus HaCaT-Zellen nach Stimulation mit

TRH 10°M (Spur 5: RT-; Spur 6: RT+)

7 und 8: RNA-Extrakte aus HaCaT-Zellen nach Stimulation mittels

Glucosemangel (Spur 7: RT-; Spur 8: RT+)

9 und 10: RNA-Extrakte aus HaCaT-Zellen nach Stimulation mit

Haloperidol 10°M (Spur 9: RT-; Spur 10: RT+)

11 und 12: Positivkontrolle: RNA-Extrakte aus DMS 79-Zellen

(Spur 11: RT-; Spur 12: RT+)
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5.2.2 Ausschlul3 der Bildung und Freisetzung von POMC-

Derivaten unter Basal- oder Stimulationsbedingungen

5.2.2.1 Stimulation mittels Glucosedefizit

In HaCaT-Zellkulturen konnte unter basalen Bedinungungen keine Bildung oder
Freisetzung von POMC-Derivaten beobachtet werden. Auch nach Glucosedefizit-
Stimulation waren die HaCaT-Zellen nicht in der Lage, POMC-Derivate zu bilden
oder freizusetzen. Das Standard-Medium fir die Zichtung der Zellinie HaCaT
enthielt 4,5 g Glucose/l. Stimuliert wurde mit 3 Glucosekonzentrationen (0, 1 und
2 g/l). Die 4,5 g/l-Probe entsprach in ihrer Zusammensetzung exakt der der
DMEM-Kontrolle.

Die folgenden Abbildungen zeigen Ergebisse, die freundlicherweise von
Dr. Bodeker  (Institut  fur  Medizinische Informatik, Giel3en) mittels
Multivarianzanalyse auf Signifikanz getestet wurden. Es wurde ein
95% Konfidenzintervall gewahlt. In keinem der durchgeflhrten Versuche liel3 sich
ein signifikanter Unterschied der einzelnen Werte voneinander zeigen. Abb. 9 und
Abb. 10 zeigen die Ergebnisse der a-MSH-IRM RIAs nach der Stimulation von
HaCaT-Zellkulturen mittels Glucosedefizit. Die Nachweisgrenze des a-MSH-IRM-
RIAs wurde in HaCaT-Zellkulturtiberstand und -Zellysat bestimmt und lag in den
Uberstanden bei 6,15 fmol/ml. Sowohl die Bo,-Werte, die der Nachweisgrenze
zugrunde liegen, als auch die Probenwerte, die sich aus Zellkulturiberstanden
oder Zellysaten aus stimulierten oder nicht stimulierten Zellkulturen ableiten,
beziehen sich auf 500 000 HaCaT-Zellen (entsprechend 20% der Zellmenge pro
Zellkulturschale). Die Nachweisgrenze bei den Lysaten betrug 16,2 fmol/ml. Die

dargestellten Befunde streuen um diese Nachweisgrenzen.
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Abb.9 a-MSH-IRM-Konzentration in Zellkulturiberstanden unter

Basalbedingungen und nach Glucosedefizitstimulation von
HaCaT-Zellkulturen

Konzentrationen von o-MSH-IRM in fmol/ml (fmol/500000 Zellen)
ohne (Brutschrank-, DMEM- und 4,5 g/lI-Kontrolle) und nach
Stimulation mit verschiedenen Glucosekonzentrationen im
Kulturmedium (0, 1, 2 g/l) in Uberstanden von HaCaT-Zellkulturen.
In der DMEM-Kontrolle ist der Glucosegehalt von 4,5 g/l identisch
mit der 4,59g/l-Probe. (Xmeany£S aus Mittelwerten von
Doppelbestimmungen von drei Versuchen). Nachweisgrenze: 6,15
fmol/ml.
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Abb. 10 a-MSH-IRM-Konzentration in Zellysaten unter

Basalbedingungen und nach Glucosedefizitstimulation von
HaCaT-Zellkulturen

Konzentrationen von o-MSH-IRM in fmol/ml (fmol/500000 Zellen)
ohne (Brutschrank-, DMEM- und 4,5 g/lI-Kontrolle) und nach
Stimulation mit verschiedenen Glucosekonzentrationen im
Kulturmedium (0, 1, 2 g/l) in Lysaten von HaCaT-Zellen. In der
DMEM-Kontrolle ist der Glucosegehalt von 4,5 g/l identisch mit der
4,5 g/l-Probe. (X(mean) £S aus Mittelwerten von
Doppelbestimmungen von drei Versuchen). Nachweisgrenze: 16,2
fmol/ml.
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Abb. 11 und Abb. 12 zeigen die Ergebnisse der Ac-N-34-Endorphin RIAs nach der
Stimulation von HaCaT-Zellkulturen mittels Glucosedefizit. Die Nachweisgrenze
von Ac-N-By-Endorphin-IRM lag in den Uberstanden bei 5,5 fmol/ml und in den
Lysaten bei 10,5 fmol/ml (entsprechend fmol/500 000 HaCaT-Zellen). Die
dargestellten Uberstand-Befunde liegen unter dieser Nachweisgrenze, die Lysat-

Befunde liegen im Streubereich.
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Abb. 11 Ac-N-B4-Endorphin-IRM-Konzentration in Zellkultur-

Uberstanden unter Basalbedingungen und nach
Glucosedefizitstimulation von HaCaT-Zellkulturen
Konzentrationen von  Ac-N-Byx-Endorphin-IRM  in fmol/ml
(fmol/500000 Zellen) ohne (Brutschrank-, DMEM- und 4,5 g/l-
Kontrolle) und nach  Stimulation mit  verschiedenen
Glucosekonzentrationen im Kulturmedium (0, 1, 2 g/l) in
Uberstanden von HaCaT-Zellkulturen. In der DMEM-Kontrolle ist
der Glucosegehalt von 4,5 g/l identisch mit der 4,5 g/I-Probe.
(Xmean) TS aus Mittelwerten von Doppelbestimmungen von drei
Versuchen). Nachweisgrenze: 5,5 fmol/ml.
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Abb. 12 Ac-N-By-Endorphin-IRM-Konzentration in Zellysaten unter
Basalbedingungen und nach Glucosedefizitstimulation von
HaCaT-Zellkulturen
Konzentrationen von  Ac-N-Bux-Endorphin-IRM  in fmol/ml
(fmol/500000 Zellen) ohne (Brutschrank-, DMEM- und 4,5 g/I-
Kontrolle) und nach  Stimulation mit  verschiedenen
Glucosekonzentrationen im Kulturmedium (0, 1, 2 g/l) in Lysaten
von HaCaT-Zellen. In der DMEM-Kontrolle ist der Glucosegehalt
von 4,5g/l identisch mit der 4,5 g/l-Probe. (Xmean)£S aus
Mittelwerten von Doppelbestimmungen von drei Versuchen).
Nachweisgrenze: 10,5 fmol/ml.
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Abb. 13 und Abb. 14 zeigen die Ergebnisse der [34-Endorphin RIAs nach der
Stimulation von HaCaT-Zellkulturen mittels Glucosedefizit. Die Nachweisgrenze
von By-Endorphin-IRM lag in den Uberstanden bei 8,3 fmol/ml und in den Lysaten
bei 8,8 fmol/ml. Die dargestellten Befunde liegen im Streubereich dieser

Nachweisgrenzen.
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Abb. 13 RBy-Endorphin-IRM-Konzentration in Zellkulturiberstdnden
unter Basalbedingungen und nach Glucosedefizitstimulation
von HaCaT-Zellkulturen
Konzentrationen von By-Endorphin-IRM in fmol/ml (fmol/500000
Zellen) ohne (Brutschrank-, DMEM- und 4,5 g/I-Kontrolle) und
nach Stimulation mit verschiedenen Glucosekonzentrationen im
Kulturmedium (0, 1, 2 g/l) in Uberstanden von HaCaT-Zellkulturen.
In der DMEM-Kontrolle ist der Glucosegehalt von 4,5 g/l identisch
mit der 4,5¢g/I-Probe. (Xmeany£S aus Mittelwerten von
Doppelbestimmungen von drei Versuchen). Nachweisgrenze: 8,3
fmol/ml.
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Konzentration von 3-Endorphin-IRM
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Abb. 14 Ru-Endorphin-IRM-Konzentration in Zellysaten unter

Basalbedingungen und nach Glucosedefizitstimulation von
HaCaT-Zellkulturen

Konzentrationen von Ry-Endorphin-IRM in fmol/ml (fmol/500000
Zellen) ohne (Brutschrank-, DMEM- und 4,5 g/I-Kontrolle) und
nach Stimulation mit verschiedenen Glucosekonzentrationen im
Kulturmedium (0, 1, 2 g/l) in Lysaten von HaCaT-Zellen. In der
DMEM-Kontrolle ist der Glucosegehalt von 4,5 g/l identisch mit der
4,5 g/l-Probe. (X(mean) £S aus Mittelwerten von
Doppelbestimmungen von drei Versuchen). Nachweisgrenze: 8,8
fmol/ml.
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Abb. 15 zeigt die Ergebnisse der CLIP/ACTH-RIAs nach der Stimulation von

HaCaT-Zellkultur mittels Glucosedefizit. Die Befunde streuen um die
Nachweisgrenze von 2,8 fmol/ml Lysat.
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Abb. 15 CLIP/ACTH-IRM-Konzentration in Zellysaten unter

Basalbedingungen und nach Glucosedefizitstimulation von
HaCaT-Zellkulturen

Konzentrationen von CLIP-IRM in fmol/ml (fmol/500000 Zellen)
ohne (Brutschrank-, DMEM- und 4,5 g/lI-Kontrolle) und nach
Stimulation mit verschiedenen Glucosekonzentrationen im
Kulturmedium (0, 1, 2 g/l) in Lysaten von HaCaT-Zellen. In der
DMEM-Kontrolle ist der Glucosegehalt von 4,5 g/l identisch mit der
4,5 g/l-Probe. (X(mean) £S aus Mittelwerten von
Doppelbestimmungen von drei Versuchen). Nachweisgrenze: 2,8
fmol/ml.
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5.2.2.2 Stimulation mittels Thyrotropin Releasing Hormone (TRH)

Alle erhobenen Befunde liegen im Streubereich der Nachweisgrenze.
Abb. 16 und Abb. 17 zeigen die Ergebnisse der a-MSH RIAs nach der Stimulation
von HaCaT-Zellkulturen mittels TRH.
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Abb. 16 a-MSH-IRM-Konzentration in Zellkulturtiberstdnden unter

Basalbedingungen und nach Stimulation der HaCaT-
Zellkulturen mit TRH (10°M)
Konzentrationen von o-MSH-IRM in fmol/ml (fmol/500000 Zellen)
ohne (Kontrolle) und nach Stimulation mit TRH (10°M) in
Uberstanden von HaCaT-Zellkulturen, (Xmean)+S aus Mittelwerten
von Doppelbestimmungen von zwei Versuchen). Nachweisgrenze:
6,15 fmol/ml.
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Abb. 17 a-MSH-IRM-Konzentration in Zellysaten unter

Basalbedingungen und nach Stimulation der HaCaT-
Zellkulturen mit TRH (10°M)
Konzentrationen von o-MSH-IRM in fmol/ml (fmol/500000 Zellen)
ohne (Kontrolle) und nach Stimulation mit TRH (10°M) in Lysaten
von HaCaT-Zellen, (XmeaptS aus  Mittelwerten  von
Doppelbestimmungen von zwei Versuchen). Nachweisgrenze:
16,2 fmol/ml.
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Abb. 18 und Abb. 19 zeigen die Ergebnisse der Ac-N-34-Endorphin RIAs nach der

Stimulation von HaCaT-Zellkulturen mittels TRH.
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Abb. 18 Ac-N-RBy-Endorphin-IRM-Konzentration in Zellkultur-

uberstdnden unter Basalbedingungen und nach Stimulation
der HaCaT-Zellkulturen mit TRH (10°M)

Konzentrationen von  Ac-N-Bx-Endorphin-IRM  in fmol/ml
(fmol/500000 Zellen) ohne (Kontrolle) und nach Stimulation mit
TRH (10°M) in Uberstanden von HaCaT-Zellkulturen, (X(mean) £S
aus Mittelwerten von Doppelbestimmungen von zwei Versuchen).
Nachweisgrenze: 5,5 fmol/ml.
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Abb. 19 Ac-N-By-Endorphin-IRM-Konzentration in Zellysaten unter

Basalbedingungen und nach Stimulation der HaCaT-
Zellkulturen mit TRH (10°M)
Konzentrationen von  Ac-N-Bux-Endorphin-IRM  in fmol/ml
(fmol/500000 Zellen) ohne (Kontrolle) und nach Stimulation mit
TRH (10°M) in Lysaten von HaCaT-Zellen, (X(mean) TS aus
Mittelwerten von Doppelbestimmungen von zwei Versuchen).
Nachweisgrenze: 10,5 fmol/ml.
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5.2.2.3 Stimulation mittels Haloperidol

Die erhobenen Befunde liegen bis auf den Basalwert im a-MSH-RIA (Kontrolle in
Abb. 20) im Streubereich der Nachweisgrenze. Dieser Basalwert spricht jedoch
nicht fr eine basale Bildung von a-MSH in HaCaT-Zellkulturen, da sich dieser
Wert nicht reproduzieren |43t (siehe bisherige a-MSH-Ergebnisse ). Abb. 20 und
Abb. 21 zeigen die Ergebnisse der a-MSH-RIAs nach der Stimulation von HaCaT-

Zellkulturen mittels Haloperidol.
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Abb. 20 a-MSH-IRM-Konzentration in Zellkulturiberstdnden unter

Basalbedingungen und nach Stimulation der HaCaT-
Zellkulturen mit Haloperidol (10°M)
Konzentrationen von o-MSH-IRM in fmol/ml (fmol/500000 Zellen)
ohne (Kontrolle) und nach Stimulation mit Haloperidol (10°M) in
Uberstanden von HaCaT-Zellkulturen, (Xmean)+S aus Mittelwerten
von Doppelbestimmungen von einem Versuch). Nachweisgrenze:
6,15 fmol/ml.
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Abb. 21 a-MSH-IRM-Konzentration in Zellysaten unter

Basalbedingungen und nach Stimulation der HaCaT-
Zellkulturen mit Haloperidol (10°M)

Konzentrationen von o-MSH-IRM in fmol/ml (fmol/500000 Zellen)
ohne (Kontrolle) und nach Stimulation mit Haloperidol (10°M) in
Lysaten von HaCaT-Zellen, (XmeanytS aus Mittelwerten von
Doppelbestimmungen von einem Versuch). Nachweisgrenze: 16,2
fmol/ml.
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Abb. 22 und Abb. 23 zeigen die Ergebnisse der Ac-N-34-Endorphin RIAs nach der

Stimulation von HaCaT-Zellkulturen mittels Haloperidol.
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Abb. 22 Ac-N-RBy-Endorphin-IRM-Konzentration in Zellkultur-

uberstdnden unter Basalbedingungen und nach Stimulation
der HaCaT-Zellkulturen mit Haloperidol (10°M)

Konzentrationen von  Ac-N-Bx-Endorphin-IRM  in fmol/ml
(fmol/500000 Zellen) ohne (Kontrolle) und nach Stimulation mit
Haloperidol (10°M) in Uberstanden von HaCaT-Zellkulturen,
(X(mean) TS aus Mittelwerten von Doppelbestimmungen von einem
Versuch). Nachweisgrenze: 5,5 fmol/ml.
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Abb. 23 Ac-N-By-Endorphin-IRM-Konzentration in Zellysaten unter

Basalbedingungen und nach Stimulation der HaCaT-
Zellkulturen mit Haloperidol (10°M)
Konzentrationen von  Ac-N-Bux-Endorphin-IRM  in fmol/ml
(fmol/500000 Zellen) ohne (Kontrolle) und nach Stimulation mit
Haloperidol (10°M) in Lysaten von HaCaT-Zellen, (X(mean) £S aus
Mittelwerten von Doppelbestimmungen von einem Versuch).
Nachweisgrenze: 10,5 fmol/ml.
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5.3 Ausschlul3 der Expression des hypophysaren

POMC in A 431-Zellen

In Tab. 8 sind alle Ergebnisse zur POMC-Genexpression dargestellt, die mit den

eingesetzten Primerpaaren an A 431-Zellkulturen erhoben worden sind.

Zelltyp | Bedingung Primer Primer Primer
HPO10 HPO10 HPO1
HPO13 EX0O21 HPO2
POMC-Expression 353 813 319
(Hypophyse/Mensch)
A 431 |[Glucose g RT+/-: ca. 350 |Schmier Schmier/
RT+: ca. 500 |[diffus
A 431 |[TRH10°M Schmier RT+/-; | Schmier Schmier/
ca. 350 RT+: ca. 500 |[diffus
A 431 |Haloperidol 10°M Schmier RT+/-: | Schmier Schmier/
ca. 350 RT+: ca. 500 |[diffus
A 431 |StimulationKontrolle | Schmier RT+/-: | Schmier Schmier/
ca. 350 RT+: ca. 500 |[diffus
DMS Positiv-Kontrolle RT+: ca. 500
79 RT+: ca. 350 RT+: ca. 800 |[RT+: ca. 300
Tab.8 Untersuchung auf POMC-Expression:

Lange der Nukleotidsequenzen (Anzahl bp) der mittels RT-PCR

erhaltenen Amplifikate aus den RNA-Extrakten der untersuchten

Zellen im Vergleich mit den bei der Expression des hypophyséaren
POMC-Gens des Menschen zu erwartenden Nukleotidsequenz-
langen (RT+: Reverse Transkription; RT-: keine Reverse

Transkription; Schmier: diffuse Amplifikate)
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5.3.1

Ausschlufd der Transkription des hypophysaren POMC-

Gens unter Basal- oder Stimulationsbedingungen
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Abb. 24 Ergebnis der RT-PCR mit RNA-Extrakten von A 431-Zellen

zwecks Uberprufung der Expression des hypophyséaren

POMC-Gens, Primer HPO 10/EXO 21

Die Spuren sind von 1-12 numeriert. Transkription: RT+; keine

Transkription: RT-

1: Marker zur Bestimmung der Gréf3e der Nukleotidsequenzen
(1000/800/700/600/500/400/300/200/100 bp)

2: Negativkontrolle: RNase freies Wasser

3 und 4: RNA-Extrakte aus A 431-Zellen, die nicht stimuliert worden

waren = Kontrolle (Spur 3: RT-; Spur 4: RT+)

5 und 6: RNA-Extrakte aus A 431-Zellen nach Stimulation mit TRH 10°

°M (Spur 5: RT-; Spur 6: RT+)

7 und 8: RNA-Extrakte aus A 431-Zellen nach Stimulation mittels

Glucosemangel (Spur 7: RT-; Spur 8: RT+)

9 und 10: RNA-Extrakte aus A 431-Zellen nach Stimulation mit

Haloperidol 10°M (Spur 9: RT-; Spur 10: RT+)

11 und 12: Positivkontrolle: RNA-Extrakte aus DMS 79-Zellen

(Spur 11: RT-; Spur 12: RT+)
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Abb. 24, Abb. 25 und Abb. 26 zeigen in A 431-Zellen keinen Hinweis auf die
Expression des hypophysaren POMC-Gens. Die Befunde stellen sich fur die
Zellinie A 431 dar, wie bereits fur die Zellinie HaCaT beschrieben (5.2.1).

3 4

Abb. 25 Ergebnis der RT-PCR mit RNA-Extrakten von A 431-Zellen
zwecks Uberprufung der Expression des hypophysaren
POMC-Gens, Primer HPO 10/HPO 13
Die Spuren sind von 1-12 numeriert. Transkription: RT+; keine
Transkription: RT-

1: Marker zur Bestimmung der GroéRe der Nukleotidsequenzen
(1000/800/700/600/500/400/300/200/100 bp)

2: Negativkontrolle: RNase freies Wasser

3 und 4: RNA-Extrakte aus A 431-Zellen, die nicht stimuliert worden

waren = Kontrolle (Spur 3: RT-; Spur 4: RT+)

5 und 6: RNA-Extrakte aus A 431-Zellen nach Stimulation mit TRH 10°

®M (Spur 5: RT-; Spur 6: RT+)

7 und 8: RNA-Extrakte aus A 431-Zellen nach Stimulation mittels

Glucosemangel (Spur 7: RT-; Spur 8: RT+)

9 und 10: RNA-Extrakte aus A 431-Zellen nach Stimulation mit

Haloperidol 10°M (Spur 9: RT-; Spur 10: RT+)

11 und 12: Positivkontrolle: RNA-Extrakte aus DMS 79-Zellen

(Spur 11: RT-; Spur 12: RT+)
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Die Primer HPO1/ HPO2 fihrten in der Positivkontrolle (Lungenkarzinomzellinie
DMS 79) zur Amplifikation einer etwa 300 bp langen Sequenz, was auch hier der
erwarteten GrofRe des hypophysaren POMC-Transkripts mit diesem Primerpaar
entsprach. Alle Ubrigen Banden dieses Gels zeigten nur diffuse Amplifikate und
Schmier, sodal3 auch hier keine Expression des hypophysaren POMC

nachgewiesen werden konnte.
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Abb. 26 Ergebnis der RT-PCR mit RNA-Extrakten von A 431-Zellen
zwecks Uberprufung der Expression des hypophyséaren
POMC-Gens, Primer HPO 1/HPO 2
Die Spuren sind von 1-12 numeriert. Transkription: RT+; keine
Transkription: RT-

1. Marker zur Bestimmung der Gréf3e der Nukleotidsequenzen
(1000/800/700/600/500/400/300/200/100 bp)

2: Negativkontrolle: RNase freies Wasser

3 und 4: RNA-Extrakte aus A 431-Zellen, die nicht stimuliert worden

waren = Kontrolle (Spur 3: RT-; Spur 4: RT+)

5 und 6: RNA-Extrakte aus A 431-Zellen nach Stimulation mit TRH 10°

°M (Spur 5: RT-; Spur 6: RT+)

7 und 8: RNA-Extrakte aus A 431-Zellen nach Stimulation mittels

Glucosemangel (Spur 7: RT-; Spur 8: RT+)

9 und 10: RNA-Extrakte aus A 431-Zellen nach Stimulation mit

Haloperidol 10°M (Spur 9: RT-; Spur 10: RT+)

11 und 12: Positivkontrolle: RNA-Extrakte aus DMS 79-Zellen

(Spur 11: RT-; Spur 12: RT+)
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5.3.2 Ausschluld der Bildung und Freisetzung von POMC-

Derivaten unter Basal- oder Stimulationsbedingungen

5.3.2.1 Stimulation mittels Glucosedefizit

In A 431-Zellkulturen konnte weder unter basalen Bedingungen noch nach
Stimulation der  Zellkulturen  mittels unterschiedlicher Glucosemangel-
Konzentrationen (0 g/l und 1 g/l) eine Bildung oder Freisetzung von POMC-
Derivaten beobachtet werden. Die Nachweisgrenze von a-MSH-IRM und Ac-N-3-
Endorphin wurde in A 431-Zellkulturiberstand und -lysat wie bereits in HaCat-
Zellkulturiiberstand und -lysat bestimmt und lag in den Uberstanden und Lysaten
fur o-MSH bei 9,4 fmol/ml (entsprechend fmol/330 000 A 431-Zellen). Fur
Ac-N-Ry-Endorphin lag die Nachweisgrenze in den Uberstanden bei 13,3 fmol/ml
und fur die Lysate bei 7,0 fmol/ml. Alle dargestellten Befunde streuen um diese
Nachweisgrenzen. Die Schalen mit 2 g Glucose/l Kulturmedium entsprechen in
ihrer Zusammensetzung exakt der RPMI-Kontrolle, es wurde jedoch nicht das
Standardmedium verwendet, sondern im Sinne einer weiteren Kontrolle dem
glucosefreien RPMI-Medium diese Glucosemenge (2 g/l) zugegeben. Die
Diskrepanz der Menge an nachgewiesenem o-MSH-IRM in im Prinzip gleichen
Ansatzen (RPMI und 2 g/l) ist in diesem Versuch sehr grof3 und weist auf

unbekannte EinfluRfaktoren auf der Ebene der Zellkulturen hin.
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Abb. 27 a-MSH-IRM-Konzentration in Zellkulturiberstdnden unter
Basalbedinungen und nach Glucosedefizitstimulation von
A 431-Zellkulturen
Konzentrationen von o-MSH-IRM in fmol/ml (fmol/330000 Zellen)
ohne (Brutschrank-, RPMI- und 2 g/I-Kontrolle) und nach
Stimulation mit verschiedenen Glucosekonzentrationen (0, 1, 4 g/l)
in Uberstanden von A 431-Zellkulturen. In der RPMI-Kontrolle ist
der Glucosegehalt von 2 g/l identisch mit der 2 g/I-Probe. (X(mean) =S
aus Mittelwerten von Doppelbestimmungen von einem Versuch).
Nachweisgrenze: 9,4 fmol/ml.
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Abb. 28 a-MSH-IRM-Konzentration in Zellysaten unter

Basalbedingungen und nach Glucosedefizitstimulation von
A 431-Zellkulturen

Konzentrationen von o-MSH-IRM in fmol/ml (fmol/330000 Zellen)
ohne (Brutschrank-, RPMI- und 2 g/I-Kontrolle) und nach
Stimulation mit verschiedenen Glucosekonzentrationen (0, 1, 4 g/l)
in Lysaten von A 431-Zellen. In der RPMI-Kontrolle ist der
Glucosegehalt von 2 g/l identisch mit der 2 g/l-Probe, (X(mean) %S
von RIA-Doppelbestimmungen aus einem Versuch).
Nachweisgrenze: 9,4 fmol/ml.
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5.3.2.2 Stimulation mittels Thyrotropin Releasing Hormone (TRH)

Auch in diesem Versuch konnten keine POMC-Derivaten in Zellkulturiiberstdnden
und Zellysaten von A 431-Zellen gefunden werden. In den Abb. 29 und Abb. 30
sind die Ergebnisse der a-MSH RIAs nach der Stimulation von A 431-Zellen
mittels TRH dargestellt.

50
=
x 40-
x5
> § 304
s g
c o
g :g 20‘
| u—
L2 E
I =
© 5 i
s g 10 ] T
o =
N
[
(@) 0 }
4 Kontrolle TRH

Abb. 29 a-MSH-IRM-Konzentration in Zellkulturiberstdnden unter

Basalbedinggungen und nach Stimulation der A 431-
Zellkulturen mit TRH (10°M)
Konzentrationen von o-MSH-IRM in fmol/ml (fmol/330000 Zellen)
ohne (Kontrolle) und nach Stimulation mit TRH (10°M) in
Uberstanden von A 431-Zellkulturen, (Xmean)*S aus Mittelwerten
von Doppelbestimmungen von drei Versuchen). Nachweisgrenze:
9,4 fmol/ml.
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Abb. 30 a-MSH-IRM-Konzentration in Zellysaten unter
Basalbedingungen und nach Stimulation der A 431-
Zellkulturen mit TRH (10°M)

Konzentrationen von a-MSH in fmol/ml (fmol/330000 Zellen) ohne
(Kontrolle) und nach Stimulation mit TRH (10°M) in Lysaten von

A 431-Zellen, (X(mean) £S aus Mittelwerten von
Doppelbestimmungen von drei Versuchen). Nachweisgrenze: 9,4
fmol/ml.

80



Abb. 31 und Abb. 32 zeigen die Ergebnisse der Ac-N-34-Endorphin RIAs nach der
Stimulation von A 431-Zellkulturen mittels TRH.
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Abb. 31 Ac-N-By-Endorphin-IRM-Konzentration in Zellkultur-

uberstdnden unter Basalbedingungen und nach Stimulation
der A 431-Zellkulturen mit TRH (10°M)

Konzentrationen von Ac-N-B4-Endorphin in fmol/ml (fmol/330000
Zellen) ohne (Kontrolle) und nach Stimulation mit TRH (10°M) in
Uberstanden von A 431-Zellkulturen, (Xmean)*S aus Mittelwerten
von Doppelbestimmungen von einem Versuch). Nachweisgrenze:
13,3 fmol/ml.
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Abb. 32 Ac-N-By-Endorphin-IRM-Konzentration in Zellysaten unter

Basalbedingungen und nach Stimulation der A 431-
Zellkulturen mit TRH (10°M)
Konzentrationen von Ac-N-B4-Endorphin in fmol/ml (fmol/330000
Zellen) ohne (Kontrolle) und nach Stimulation mit TRH (10°M) in
Lysaten von A 431-Zellen, (XmeanytS aus Mittelwerten von
Doppelbestimmungen von einem Versuch). Nachweisgrenze: 7,0
fmol/ml.
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5.3.2.3 Stimulation mittels Haloperidol

Auch in diesem Versuch konnten keine POMC-Derivaten in Zellkulturiberstanden
und Zellysaten von A 431-Zellen gefunden werden. Abb. 33 und Abb. 34 zeigen
die Ergebnisse der a-MSH RIAs nach der Stimulation von A 431-Zellkulturen

mittels Haloperidol.
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Abb. 33 a-MSH-IRM-Konzentration in Zellkulturtiberstdnden unter

Basalbedingungen und nach Stimulation der A 431-
Zellkulturen mit Haloperidol (10°M)
Konzentrationen von o-MSH-IRM in fmol/ml (fmol/330000 Zellen)
ohne (Kontrolle) und nach Stimulation mit Haloperidol (10°M) in
Uberstanden von A 431-Zellkulturen, (Xmean)*S aus Mittelwerten
von Doppelbestimmungen von einem Versuch). Nachweisgrenze:
9,4 fmol/ml.
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Kontrolle Haloperidol
Abb. 34 a-MSH-IRM-Konzentration in Zellysaten unter

Basalbedingungen und nach Stimulation der A 431-
Zellkulturen mit Haloperidol (10°M)

Konzentrationen von o-MSH-IRM in fmol/ml (fmol/330000 Zellen)
ohne (Kontrolle) und nach Stimulation mit Haloperidol (10°M) in
Uberstanden von A 431-Zellen, (Xmean)+S aus Mittelwerten von
Doppelbestimmungen von einem Versuch). Nachweisgrenze: 9,4
fmol/ml.
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Abb. 35 und Abb. 36 zeigen die Ergebnisse der Ac-N-3-Endorphin RIAs nach der

Stimulation von A 431-Zellkulturen mittels Haloperidol.
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Abb. 35 Ac-N-By-Endorphin-IRM-Konzentration in Zellkultur-

uberstdnden unter Basalbedingungen und nach Stimulation
der A 431-Zellkulturen mit Haloperidol (10°M)

Konzentrationen von  Ac-N-Bx-Endorphin-IRM  in fmol/ml
(fmol/330000 Zellen) ohne (Kontrolle) und nach Stimulation mit
Haloperidol (10°M) in Uberstanden von A 431-Zellkulturen,
(X(mean) TS aus Mittelwerten von Doppelbestimmungen von einem
Versuch). Nachweisgrenze: 13,3 fmol/ml.
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Abb. 36 Ac-N-By-Endorphin-IRM-Konzentration in Zellysaten unter

Basalbedingungen und nach Stimulation der A 431-
Zellkulturen mit Haloperidol (10°M)
Konzentrationen von  Ac-N-Bux-Endorphin-IRM  in fmol/ml
(fmol/330000 Zellen) ohne (Kontrolle) und nach Stimulation mit
Haloperidol (10°M) in Lysaten von A 431-Zellen, (X(mean) S aus
Mittelwerten von Doppelbestimmungen von einem Versuch).
Nachweisgrenze: 7,0 fmol/ml.
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6 DISKUSSION

In dieser Arbeit wurde Uberpruft, ob die beiden Zellinien HaCaT und A 431 in der
Lage sind, hypophyséares POMC unter basalen Kulturbedingungen und/oder nach
Stimulation mit an der Hypophyse als Stimulatoren bekannten Substanzen
(Glucosedefizitare Bedingungen, TRH und Haloperidol) zu exprimieren. Auch die
Bildung und Freisetzung von Derivaten des POMC wurde unter den oben
genannten Bedingungen untersucht. Grund hierfir war das Vorhaben zu
Uberprufen, ob in der Haut ein POMC-Gen existiert, welches mdglicherweise nicht
das hypophysédre POMC-Gen, sondern eine Variante des hypophysaren POMC-
Gens darstellt (Can et al., 1998). Untersucht wurde dies mittels one-step-RT-PCR
unter Einsatz verschiedener Primerpaare, unter anderem auch unter Einsatz der
in der Literatur beschriebenen, Intron B (Primer aus Exon 2 und 3) tbergreifenden
(Can et al.,, 1998; Farooqui et al., 1998) bzw. nur auf Exon 3 gelegenen

(Slominski et al., 1995) Primerpaare.

Um die Bildung und Freisetzung von POMC-Derivaten untersuchen zu kdénnen,
wurden im Rahmen dieser Arbeit zur Bestimmung von o-MSH-IRM und CLIP-IRM
Fluid-phase-one-site RIAs entwickelt. Zur Bestimmung von
Ac-N-B3y.Endorphin-IRM und Ry-Endorphin-IRM wurde bereits etablierte RIAs

eingesetzt.

6.1 Methoden

6.1.1 Methoden zur Uberprifung der Expression des

hypophysaren POMC-Gens

6.1.1.1 Zellinien

Ziel dieser Arbeit war es, festzustellen, ob das Organ Haut bzw. die Epidermis der
Haut in der Lage ist, das hypophysdre POMC-Gen zu exprimieren und/oder
hypophysare POMC-Derivate zu bilden und freizusetzen. Um Untersuchungen

dazu durchfiihren zu kénnen, wurde ein adaqutes Zellmodell bendtig. Aufgrund
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der GrolRe der Versuchsansatze wurden grof3e Zellmengen bendtigt. Um diese
hohe Anzahl von Zellen bereitstellen zu kdnnen, muf3te auf in vitro kultivierbare

Zellinien zurtckgegriffen werden.

Bei der Zellinie HaCaT handelt es sich um eine immortalisierte
Keratinozytenzellinie des erwachsenen Menschen. Diese robuste, epitheliale
Zellinie bildet in vitro ein differenziertes epitheliales Gewebe und ist als Werkzeug
zum Studium humaner Hautzellen seit langem etabliert (Boukamp et al., 1988).
Bei der Zellinie A 431 handelt es sich um eine menschliche epidermale
Karzinomzellinie. Ihre Eigenschaften, epithelartig, adharent und als Monolayer zu
wachsen, machten sie zu einem Modell zum Studium der Regulation und Funktion
der menschlichen Haut. Die Expression des POMC-Gens sowie die Freisetzung
von POMC-Derivate in A 431-Zellkulturen wurde bereits beschrieben (Schauer et
al., 1994).

Die Epidermis besteht zu 90% aus Keratinozyten, die aus Stammzellen der
Basalschicht entstehen. Sie unterliegen streng regulierten
Differenzierungsmechanismen, wéhrend sie die Epidermis durchwandern und an
die Oberflache der Haut gelangen. Somit ist eine standige Veranderung der
Zelloberflache und auch eine unterschiedliche Reaktion der sich in verschiedenen
Differenzierungsstadien  befindlichen Keratinozyten auf Stimulationsreize
anzunehmen. FUr die Versuche mufdten also in etwa gleiche Bedingungen
(Differenzierungsgrad, Zeitpunkt der Stimulation, Dauer der Stimulation) fur die
Zellkulturen geschaffen werden, um die Ergebnisse der durchgefiihrten Versuche
vergleichbar zu machen. Dazu wurden ausschlief3lich Zellen der Passagen
p41-p48 (HaCaT) und p8Gi-pl6Gi (A 431) einen Tag nach deren Aussaat

stimuliert und 24 h spéter aufgearbeitet.

6.1.1.2 Stimulation

Es wurden bereits eine Reihe von Versuchen an Hautzellen und -zellinien
durchgefihrt, bei denen durch Stimulation mit unterschiedlichen Substanzen die
Expression von POMC und die Freisetzung von POMC-Derivaten beschrieben
wurde (Slominski et al., 2000a, 2000b 1998, 1995, 1993, 1992; Wintzen et al.,
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2000, 1996; Chakraborty et al., 1999, 1996; Farooqui et al., 1998; Schauer et al.,
1994). Dabei kam es immer wieder zu kontroversen Ergebnissen. Zum
momentanen Zeitpunkt ist vollkommen unklar, ob es sich bei den beschriebenen
Positiv-Befunden bezlglich der Expression des POMC-Gens tatsachlich um
hypophysares POMC oder um eine aberrante Form des hypophysaren POMC
handelt. In dieser Arbeit sollten neben der basalen Expression des hypophysaren
bzw. eines aberranten POMC-Gens und der basalen Bildung und Freisetzung von
hypophysaren bzw. aberranten POMC-Derivaten auch die Einflisse von
verschiedenen Stimulationsbedingungen untersucht werden. Es liegen Daten vor,
die fur glucosedefizitare Bedingungen (Gunzo et al., 1994; Zelissen et al., 1991)
eine POMC-stimulierende Wirkung an der menschlichen Hypophyse beschreiben.
Im Rahmen dieser Arbeit sollten Zellkulturen mit unterschiedichen
glucosedefizitaren Bedingungen stimuliert werden. Glucose wurde in vier
Konzentrationen (4,5-2-1-0 g/l bei HaCaT und 4-2-1-0 g/l bei A 431) eingesetzt.
Zur Stimulation wurde das komplette Inkubations-Medium gegen das mit
entsprechender Glucosekonzentration (auf 37°C vorgewarmt) ausgetauscht. Fur
TRH (Schwartz et al., 2002; Roubos, 1997; Ishibashi et al., 1981) und Haloperidol
(Roubos, 1997; Dotman et al., 1996; Kjaer, 1996; Jaber et al., 1994; Saland et al.,
1992) wurde eine POMC-stimulierende Wirkung an der menschlichen Hypophyse
beschrieben. TRH wurde 10°M (in méglichst physiologischer Konzentration) und

Haloperidol ebenfalls 10°M eingesetzt.

6.1.1.3 RNA-Extraktion

Um eine mogliche Expression des hypophysdren POMC-Gens nachzuweisen,
mufdte die RNA aus den vorbehandelten Zellen gewonnen werden. Dies geschah

nach einer standardisierten Methode (4.3.2.1).

6.1.1.4 RT-PCR-Kit

Die PCR ist inzwischen ein in Medizin und Forschung gut etabliertes Verfahren
zum selektiven Amplifizieren von transkribierten DNA-Abschnitten. Die Versuche
zur Expression des hypophysaren POMC-Gens in dieser Arbeit wurden mit dem
Qiagen OneStep RT-PCR Kit durchgefiihrt. Der Vorteil dieses Kit lag darin, dal3
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alle notwendigen Enzyme fur die Reverse Transkription und die eigentliche PCR
enthalten sind. Der Enzymmix dieses Kit enthalt 2 Reverse Transkriptasen (die
Enzyme Omniscript™ und Sensiscript’ Reverse Transkriptase), die ein moglichst
effizientes, fehlerfreies Lesen auch von RNA-Sekundarstrukturen, gewéhrleisten
und Tag-DNA-Polymerase (HotStar), die fur die Amplifizierung der cDNA

verantwortlich ist. Beide Reaktionen laufen nacheinander im gleichen Gefal3 ab.

6.1.1.5 Primer

Bei der Auswahl der Primer wurde darauf Wert gelegt, dal3 sie an DNA-Stlcke im
POMC-Gen binden, die zum Teil auf 2 Exons (Primerpaar aus Exon 2 und 3,
Intron B Ubergreifend), zum Teil nur auf Exon 3 gelegen sind (4.3.3). Exon 2
kodiert hauptsachlich fur das N-terminale Signalpeptid und Exon 3 fir die

verschiedenen bioaktiven Peptide (Bertagna et al., 1994; Hollt et al., 1993).

Der in der Literatur haufig zitierte Befund Uber die Expression des POMC-Gens
und die Bildung seiner Derivate in menschlichen Hautzellen von Slominski et al.
(1995) wurde mit hypophysaren Primern erbracht, die auf Exon 3 gelegen sind.
Can et al., (1998) beschrieben ein —bezogen auf das hypophyséare- aberrantes
Gen des POMC mittels eines auf Exon 2 und 3 lokalisierten und demnach Intron B
Ubergreifenden Primerpaares. Mit diesen beiden Primerpaaren wurde im Rahmen
dieser Arbeit ebenfalls die POMC-Genexpression in HaCaT- und A 431-
Zellkulturen  untersucht. Alle im Rahmen der Arbeit verwendeten

Primersequenzen sind in Abschnitt 4.3.3.1 dargestellt.

6.1.1.6 Kontrollen

Bei der als Positivkontrolle verwendeten Zellinie DMS 79 handelt es sich um eine
nachgewiesenermalRen das hypophysdre POMC-Gen exprimierende Zellinie
eines kleinzelligen Bronchialkarzinoms des Menschen. Aufgrund dieser
Eigenschaft stellte diese Zellinie einen optimalen Kontrollparamter fur die

Funktionstuchtigkeit der Primer und der RT-PCR dar.

Als Negativkontrollen dienten RNAse freies Wasser und ein nicht transkribierter

Ansatz der jeweiligen Probe.
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6.1.2 Methoden zur Uberprifung der Bildung und Freisetzung von
POMC-Derivaten

6.1.2.1 Zellen und Zelliberstande

Die Inkubationsmedien (Zelliberstande) wurden zur weiteren Aufarbeitung von
den Zellkulturschalen abpipettiert und direkt mit Enzymhemmercocktail gemischt,
angesauert und bei 0-4°C gelagert, damit keine weiteren Enzymreaktionen in den
Zelluberstanden ablaufen konnten, die das Untersuchungsergebnis hatten
beeinflussen kdnnen. Das Ablosen und Weiterverarbeiten der Zellen erfolgte bei

0-4°C, ebenfalls um mogliche Enzymaktivitaten auszuschliel3en.

Ein Problem stellte sich bei den beiden verwendeten Zellinien gleichermal3en dar:
Durch die Adharenz der Zellen war es schwierig, sie in Suspension zu bringen
bzw. zu halten. Die deutliche Neigung der Zellen zur Aggregation in Kultur
entspricht ihrem Verhalten in vivo. Um die Zellzahlen pro Schale mdglichst ftr
jeden Versuch zu kennen, mul3ten die Zellen gezéahlt werden. Hierflr wurden zum
einen zahlreiche Vorversuche durchgeftihrt, bei denen analog zu den eigentlichen
Versuchen Zellkulturen beider Zellinien stimuliert und am Tag der Aufarbeitung
gezahlt wurden. Zum anderen wurden Zellen einzelner Schalen des jeweiligen
Versuchs mit EDTA/Trypsin-Losung von den Schalen abgel6st und in Suspension
gebracht und anschlieRend gezahlt. Diese Schalen wurden aufgrund der nicht
mehr mdglichen standardisierten Aufarbeitung verworfen. Im Mittel ergab sich so
fur HaCaT-Zellen ein Wert von 2,5 Millionen Zellen pro Schale, fir A 431-Zellen
von 1,65 Millionen Zellen pro Schale. Die Zellen fir die Versuche wurden mittels
Kunststoffschabern vorsichtig aus den Schalen gel6ést und in dem betreffenden
Enzymhemmer/Tris-Gemisch aufgenommen. Es wurde darauf geachtet, die
Bearbeitungszeit nach Entnahme der Zellkulturschalen aus dem Brutschrank
konstant zu halten, um grol3e Temperaturschwankungen zwischen den einzelnen
Schalen zu vermeiden. Kritisch zu beurteilen sind die extrem kleinen Fallzahlen.
Mit der freundlichen Hilfe von Dr. Bodeker (Institut fur Medizinische Informatik der
JLU, GieRen) wurden die Ergebnisse, die zur Uberpriifung der Bildung und

Freisetzung von POMC-Derivaten aus den jeweils drei
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Glucosestimulationsversuchen vorlagen, Multivarianzanalysen unterzogen. Diese
Analyse ergab, dal} keinerlei POMC-Derivate nachweisbar waren. Dabei muf3
jedoch bertcksichtigt werden, dal3 die negativen Daten fur Zelluberstande zwar
verlaBlich sind, da die Methode ihrer Aufarbeitung einwandfrei standardisiert
wurde, dal3 aber andererseits die Bildung von POMC-Derivaten in den Zellen
nicht ausgeschlossen werden kann, weil ein Verlust an POMC-Derivaten im
Verlauf der Aufarbeitung infolge Licken in der Methodik nicht vdllig

ausgeschlossen werden kann.

6.1.2.2 POMC-Derivate

Es sollte untersucht werden, ob ausgewahlte hypophysadre POMC-Derivate von
Hautzellinien gebildet und ins Inkubationsmedium freigesetzt werden koénnen.
Dabei sollten sowohl Fragmente des corticotrophen, z.B. By-Endorphin (1-31) wie
auch des melanotrophen Systems, z.B. N-Acetyl-R4-Endorphin, a-MSH und CLIP,
der Hypophyse bestimmt werden. Zum Nachweis von a-MSH-IRM und CLIP-IRM
wurden im Rahmen dieser Arbeit Assays entwickelt. Die Assays zur Bestimmung
von [By-Endorphin (1-31)-IRM (Kramer 1988; Harbach et al., 2000) und N-Acetyl-

RBy-Endorphin-IRM waren bereits etabliert.

6.1.2.2.1 Gewinnung von Antiseren gegen a-MSH und CLIP

Da es sich bei a-MSH und CLIP um Fragmente mit geringen Molekulargewichten
und damit geringen immunogenen Eigenschaften handelt, war es notwendig, sie
an ein immunogenes Trégerprotein zu koppeln, um eine Immunantwort zu
induzieren. Als Tragermolekil wurde ,keyhole limpet haemocyanin® (KLH)
gewahlt. Die Kopplung, die Immunisierung der Kaninchen, die Blutentnahmen, die
Bestimmung der Antikdrpertiter in den Kaninchenseren sowie die Herstellung der
radioaktiv markierten Peptide erfolgte nach fest etablierten Methoden von Weber
et al. (1982) mit Modifikationen nach Wiedemann und Teschemacher (1986) und
Scheffler (1995). Wie erhofft, bildeten die Kaninchen Antikdrper sowohl gegen
das a-MSH/CDI/KLH-Konjugat als auch gegen CLIP/BDB/KLH-Konjugat. Es war
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davon auszugehen, dal3 es sich bei den gewonnenen Antiseren um polyklonale

Antiseren mit jeweils mehreren Antikdrperpopulationen handelte.

6.1.2.2.1.1 Charakteristika des a-MSH-RIAs

Antiserum 174E wurde in konventionellen Fluid-Phase-one-site

Radioimmunoassays in einer Verdiinnung von 1:10000 eingesetzt.
Reproduzierbarkeit

Der ,Inter-assay coefficient of variation“ dient als Mal} fur die Reproduzierbarkeit,
die Streuanfalligkeit der Melimethode bei ihrem Einsatz in verschiedenen,
voneinander unabhangigen Durchfiihrungen des gleichen Versuchs. Der relative
Variationskoeffizient V, kann jeden Wert zwischen 0%-100% annehmen und
betrug hier 11,06% (5.1.1). Der relative Variationskoeffizient V, (berechnet nach
der in 4.4.6.3.1 angegebenen Formel) zeigt an, wie stark die einzelnen MelRwerte
bei gleicher Bestimmungsmethode in den verschiedenen Durchfihrungen streuen
und wieviele Bestimmungen (Einfach- oder Doppelbestimmungen) notwendig
sind, um eine genaue Konzentrationsbestimmung durchzufihren. Da der
erhaltene relative Variationskoeffizient V, gro3er als 5% war, waren fir eine
ausreichend genaue Konzentrationsbestimmung Doppelbestimmungen notwendig
(Sachs, 1984).

Prazision

Der ,Intra-assay coefficient of variation“ (4.4.6.3.2) dient als Mal3 fur die Prazision
der Melimethode. Hier wurde die Streuanfalligkeit der Mel3methode innerhalb
eines einzigen Assays, also die Frage, wie stark ein und derselbe theoretisch
gleiche Mel3wert innerhalb eines Assays streut, untersucht. Der hier berechnete

relative Variationskoeffizient V, war mit 3,49% sehr zufriedenstellend.
Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze von a-MSH (geldst in Puffer C) betrug 3,23 (-s) fmol/Ansatz ,

wobei hier etwa 30% des eingesetzten radioaktiv markierten Peptids im Ansatz
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von dem Antiserum 174 E gebunden wurden. Die Nachweisgrenzen wurden fir
Uberstande und Lysate der jeweiligen Zellinie pro Assay mitbestimmt und lagen
fir HaCaT-Uberstand bei 6,15 fmol/ml und -Lysat bei 16,2 fmol/ml (entsprechend
fmol/ 500 000 HaCaT-Zellen), fir A 431-Uberstand und -Lysat bei jeweils 9,4
fmol/ml (entsprechend fmol/ 330 000 A 431-Zellen).

Spezifitat

Um die Aminosauresequenz innerhalb des a-MSH-Molekils zu bestimmen, gegen
die das Antiserum 174E gerichtet ist, mul3ten die Kreuzreaktivitdten bestimmt
werden. In Abb. 5 und Tab. 9 sind die Aminosauresequenz (Priméarstruktur) des
Proopiomelanocortins und die ausgetesteten Aminosauresequenzen, die als

Determinanten des Antiserums 174E in Frage kommen, dargestellt.

Bezeichnung POMC-Fragment Kreuzreaktivitat in %
B-MSH -AEKKDEGPYRMEHFRW GSPPKD- 0

o-MSH Ac-N-SYSMEHFRWGKPV-NH, 100

v- MSH -YVMGHFRWDRFG- 0

ACTH (1-10) -SYSMEHFRW G- 0

ACTH (1-24) -SYSMEHFRWGKPVGKKRRPVKVYP- <0,6
(Tyr’)-a-MSH (1-5) SYSMY 0
(Tyr))-0-MSH (9-12) YGKP- 2,0

Tab.9 Kreuzreaktivitaten des Antiserums 174E
Kreuzreaktivitaten des Antiserums 174E in einem Fluid-Phase
one-Site-Radioimmunoassay bezogen auf die Aviditat des
Antiserums 174E zu a-MSH (100%).

Aus diesen Kreuzreaktivitaten ist zu schlieRen, daf3 es sich bei 174E um ein
Antiserum handelt, das hochspezifisch gegen den C-Terminus von o-MSH
gerichtete Antikorper enthélt. Das Antiserum weist o-MSH (1-13) zu 100% nach,
gegen ACTH (1-24) besteht nur eine minimale Kreuzreaktivitat von 0,6%. Gegen

die modifizierten Sequenz von o-MSH (9-12) besteht nur eine sehr geringe
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Kreuzreaktivitat von 2%. Dies laf3t darauf schlie3en, dal3 das Antiserum gegen

den freiliegenden amidierten C-Terminus von a-MSH gerichtet ist.

Es ist auszuschlieBen, dal3 Antikorper des Antiserums 174E gegen den N-
Terminus von a-MSH gerichtet sind. Gegen Ac-N-(Tyr”)-a-MSH(1-5) und ACTH
(1-10) liegen keine Kreuzreaktivitditen vor. Auch gegen die MSH-spezifische
Aminosauresequenz -MEHFRW-, die a-,3- und y-MSH gemeinsam haben, liegen
im Serum offenbar keine Antikdrper vor. Es lassen sich keine Kreuzreaktivitaten

gegenuber B- und y-MSH nachweisen.

6.1.2.2.1.2 Charakteristika des CLIP-RIAs

Analog zu Abschnitt 6.1.2.2.1.1 wurde auch fur das Antiserum 167E vorgegangen.

Antiserum 167E wurde in einer 1:800 Verdlinnung eingesetzt.
Reproduzierbarkeit

Der ,Inter-assay coefficient of variation“ betrug V, =11,9%. Hier wurden zur

Konzentrationsmessung von CLIP ebenfalls Doppelbestimmungen durchgefthrt.
Prazision

Der ,Intra-assay coefficient of variation“ betrug V. =9,26%. Die Streuanfalligkeit

der Mel3methode innerhalb eines einzigen Assays war damit zufriedenstellend.
Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze des Assays lag in Puffer C bei 2,43 (-1s) fmol CLIP/Ansatz,
in HaCaT-Lysat bei 2,8 fmol/ml (entsprechend 500 000 HaCaT-Zellen).

Spezifitat

Es ist anzunehmen, dal3 keine Antikdrper des Antiserums 167E gegen den
C-Terminus von CLIP bzw. ACTH gerichtet sind; eine Kreuzreaktivitdt mit der
Aminosauresequenz Tyr-ACTH (35-39) liegt nicht vor. Kirzere Sequenzen bieten
maoglicherweise durch eine andere Sekundéar-/Tertiarstruktur andere Epitope an
und werden von den Antikdrpern des Antiserums 167E schlechter erkannt als das
vollstandige CLIP bzw. ACTH. Abb. 5 und Tab. 10 geben einen Uberblick tiber die

zur Testung der Kreuzreaktivitaten eingesetzten Peptide.
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Bezeichnung Kreuzreaktivitat in %
ACTH (18-39) = CLIP (1-22) 100
ACTH (1-39) 146,6
ACTH (22-39) 62,86
ACTH (30-39) 24,44
ACTH (29-39) 1,91
Tyr-ACTH (35-39) 0

Tab. 10 Kreuzreaktivitaten des Antiserums 167E
Kreuzreaktivitaten des Antiserums 167E in einem Fluid-Phase
one-Site-Radioimmunoassay bezogen auf die Aviditat des
Antiserums 167E zu CLIP (100%).

6.1.2.2.2 Bereits vorhandene RIAs

Assays zur Bestimmung von Ac-N-[34-Endorphin-IRM und R4-Endorphin-IRM
lagen bereits vor (4.4.6.5) und wurden bereits zur Bestimmung der POMC-
Derivate im Blutplasma (Matejec, 2002) in Stref3situationen eingesetzt. Da es von
Interesse war, ob POMC-Derivate des melanotrophen und des corticotrophen
Systems in den Hautzellinien gebildet und freigesetzt werden, wurden die beiden
gut etablierten Assays im Rahmen dieser Arbeit zusatzlich eingesetzt. Die
Nachweisgrenzen wurden fiir Uberstande und Lysate der jeweiligen Zellinie pro
Assay mitbestimmt und lagen fir HaCaT-Uberstand bei 5,5 fmol Ac-N-Ry-
Endorphin-IRM/ml, HaCaT-Lysat bei 10,5 fmol Ac-N-R3y4-Endorphin-IRM/ml; bei 8,3
fmol Ry-Endorphin-IRM/ml fir HaCaT-Uberstand und bei 8,8 fmol R.-Endorphin-
IRM/mlI HaCaT-Lysat (jeweils entsprechend fol/ 500 000 HaCaT-Zellen), fur A
431-Uberstand bei 13,3 fmol Ac-N-Ry-Endorphin-IRM/ml und -Lysat bei 7,0 fmol
Ac-N-B-Endorphin-IRM/ml (entsprechend fmol/ 330 000 A 431-Zellen).
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6.2 Ergebnisse

6.2.1 Expression des hypophysaren POMC-Gens

Mit den in dieser Arbeit verwendeten Primerpaaren konnte die Expression des
hypophysaren POMC-Gens weder in Kulturen der Zellinie HaCaT noch in A 431-
Zellkulturen gezeigt werden. Es machte dabei keinen Unterschied, ob die Zellen
sich in ihrem basalen Zustand befanden oder 24 h vorher mit den verschiedenen
Substanzen, von denen eine POMC-stimulierende Wirkung an der Hypophyse

bekannt ist, behandelt wurden.

Aufgrund der momentanen Datenlage in der Literatur sind folgende Ursachen fur
dieses Ergebnis zu diskutieren: Den meisten Veroffentlichungen zu diesem
Thema liegen Untersuchungen mit nativen Keratinozyten zu Grunde, im Rahmen
dieser Arbeit wurde jedoch aus Grinden des Materialbedarfs auf zwei Zellinien
zuruckgegriffen. Dabei handelt es sich um Keratinozyten (HaCaT) bzw. um
menschliche, epithelial (einen Zellverband bildende Zellen) wachsende
epidermale Karzinomzellen (A 431), aber eben nicht um native Keratinozyten. Die
Expression des POMC-Gens und der Nachweis von mRNA in der Haut scheinen
von vielen verschiedenen Umstdnden abhéangig zu sein: z. B. scheinen
Differenzierungsgrad der Zellen (Chakraborty et al., 1999) und Zusammensetzung
des Mediums (Wintzen et al., 2000) einen Einflul3 auf Expression oder Nicht-
Expression von POMC zu haben. Wintzen et al. (2000) relativierten ihre eigenen
Daten von 1996. In der Arbeit von 2000 ist nur noch unter einer von funf
Kulturbedingungen eine POMC-Expression zu sehen. Es gibt also Reaktionen der
Zellen auf uns unbekannte Stimulatoren, von denen abhangig zu sein scheint, ob
Hautzellen in der Lage sind, POMC zu exprimieren. Abhangigkeiten vom
Haarzyklus (Furkert et al., 1997) sind ebenso bekannt wie die vermehrte

Expression in pathologisch veranderten Hautarealen (Slominski et al., 1993).

Krittk an der gewahlten Versuchsanordnung als Ursache des negativen

Untersuchungsbefundes kann insofern begegnet werden, als die eingesetzte
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Positivkontrolle, die Bronchialkarzinomzellinie DMS 79, die nachweislich POMC
exprimierte (Picon et al., 1999; Newell-Price, 2003) auch in unserem Fall in
samtlichen Experimenten einen positiven Befund lieferte. Die RT-PCR inclusive
Primern arbeitete also einwandfrei. Die Sequenzierung des etwa 800 bp grof3en
Transkripts aus DMS 79-Material ergab, dal} es sich bei der transkribierten und
amplifizierten Nucleotidsequenz tatsédchlich um humane hypophysare POMC-
cDNA handelte. Als Negativkontrollen wurden ein jeweils nicht transkribierter
Ansatz sowie RNAse freies Wasser eingesetzt. In diesen Proben zeigte sich

nichts. Die Negativkontrolle funktionierte also ebenfalls perfekt.

Es gibt einige Arbeiten, die sowohl die POMC-Genexpression als auch POMC-
Derivate in Zellkulturen beschreiben. Schauer et al. (1994) beschrieb
beispielsweise die Expression eines 1,3 kb groRen POMC-Gen-Transkripts
(gefunden mittels Northern Blot Analyse) sowohl in normalen humanen
Keratinozyten als auch in der Zellinie A 431. Die hierfir verwendete Sonde
stammt aus Exon 3, sodaf} auch dieser Befund bereits fir den Nachweis eines -
bezogen auf das hypophysare- aberranten humanen POMC sprechen kénnte, da
dieser Befund nichts dartber aussagt, ob das gefundene POMC die auf Exon 2
gelegene Nucleotidsequenz far das Ausschleusen aus dem
Synthesekompartiment notwendige Signalpeptid enthélt. Weiterhin wurde eine
Verstarkung der Expression durch Stimulation der Zellen mit UV-Bestrahlung und
Interleukin-1  beschrieben. Diese Ergebnisse bestéatigten auch andere

Arbeitsgruppen (Wintzen et al., 1996; Farooqui et al., 1993; Teofoli et al., 1993).

Inzwischen wird der Nachweis von mRNA mittels PCR gefuhrt. Dabei sind die
eingesetzten Primer von zentraler Bedeutung. FUr sehr viele Arbeiten, die mit
positivem Ergebnis verétffentlicht wurden, wurden die von Slominski et al. (1995)
bei einer Arbeit Uber die POMC-Expression in menschlicher Haut eingesetzten,
aus Exon 3 stammenden Primer benutzt (Funasaka et al., 1999; Chakraborty et
al.,1996; 1999; Ermak et al., 1997; Slominski et al., 1996). Mit einem Intron B
Ubergreifenden Primerpaar (die Primer stammten aus Exon 2 und 3) wurde von
der o.g. Arbeitsgruppe (Ermak et al., 1997), im Gegensatz zu der Gruppe um

Farooqui (Can et al., 1998), keine POMC-Expression nachgewiesen.
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Auch in unserer Arbeitsgruppe konnte in einigen Ansatzen mit den von Slominski
et al., 1995) verwendeten aus Exon 3 stammenden Primern, bei der Zellinie A 431
unter basalen Bedingungen POMC-mRNA nachgewiesen werden. Die
betreffenden cDNA-Banden auf dem Gel waren jedoch nicht kontinuierlich

nachweisbar und sehr schwach ausgepragt (Tab. 11, Abb. 37).

Zelltyp Bedingung Primer Primer
FARO1A SLO1A
FARO1B SLO1B
POMC-Expression 300 260
(Hypophyse/Mensch)
A 431 Glucose g Schmier Schmier RT+/-: ca.
260
A 431 TRH 10°M Schmier Schmier RT+/-: ca.
260
A 431 Haloperidol 10°M Schmier Schmier RT+/-: ca.
260
A 431 StimulationKontrolle | Schmier RT+/-: ca. 260
DMS 79 Positiv-Kontrolle RT+: ca. 300 RT+: ca. 260

Tab. 11 Untersuchung auf POMC-Expression:
Lange der Nukleotidsequenzen (Anzahl bp) der mittels RT-PCR
erhaltenen Amplifikate aus den RNA-Extrakten der untersuchten
Zellen im Vergleich mit den bei der Expression des hypophyséaren
POMC-Gens des Menschen zu erwartenden
Nukleotidsequenzlangen (RT+: Reverse Transkription; RT-: keine
Reverse Transkription; Schmier: diffuse Amplifikate)
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Abb. 37 2 Ergebnisse der RT-PCR mit RNA-Extrakten von A 431-Zellen
zwecks Uberprufung der Expression des hypophyséaren
POMC-Gens, Primer SLO1A/SLO1B
Die Spuren sind von 1-12 numeriert. Transkription: RT+; keine
Transkription: RT-

1: Marker zur Bestimmung der Groél3e der Nukleotidsequenzen
(1000/800/700/600/500/400/300/200/100 bp)

2: Negativkontrolle: RNase freies Wasser

3 und 4: RNA-Extrakte aus A 431-Zellen, die nicht stimuliert worden

waren = Kontrolle (Spur 3: RT-; Spur 4: RT+)

5 und 6: RNA-Extrakte aus A 431-Zellen nach Stimulation mit TRH 10°

°M (Spur 5: RT-; Spur 6: RT+)

7 und 8: RNA-Extrakte aus A 431-Zellen nach Stimulation mittels

Glucosemangel (Spur 7: RT-; Spur 8: RT+)

9 und 10: RNA-Extrakte aus A 431-Zellen nach Stimulation mit

Haloperidol 10°M (Spur 9: RT-; Spur 10: RT+)

11 und 12: Positivkontrolle: RNA-Extrakte aus DMS 79-Zellen

(Spur 11: RT-; Spur 12: RT+)
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Abb. 38 Ergebnis der RT-PCR mit RNA-Extrakten von A 431-Zellen
zwecks Uberprufung der Expression des hypophyséaren
POMC-Gens, Primer FARO1A/FARO1B
Die Spuren sind von 1-12 numeriert. Transkription: RT+; keine
Transkription: RT-

1. Marker zur Bestimmung der Groél3e der Nukleotidsequenzen
(1000/800/700/600/500/400/300/200/100 bp)

2: Negativkontrolle: RNase freies Wasser

3 und 4: RNA-Extrakte aus A 431-Zellen, die nicht stimuliert worden

waren = Kontrolle (Spur 3: RT-; Spur 4: RT+)

5 und 6: RNA-Extrakte aus A 431-Zellen nach Stimulation mit TRH 10

°M (Spur 5: RT-; Spur 6: RT+)

7 und 8. RNA-Extrakte aus A 431-Zellen nach Stimulation mittels

Glucosemangel (Spur 7: RT-; Spur 8: RT+)

9 und 10: RNA-Extrakte aus A 431-Zellen nach Stimulation mit

Haloperidol 10°M (Spur 9: RT-; Spur 10: RT+)

11 und 12: Positivkontrolle: RNA-Extrakte aus DMS 79-Zellen

(Spur 11: RT-; Spur 12: RT+)

Farooqui et al. (1998) berichteten erstmals Uber ein -bezogen auf das
hypophysare- aberrantes POMC-Gen (Can et al., 1998). Hier wurde mittels RT-
PCR und dem Intron B Ubergreifenden Primerpaar FARO1A (Exon 2)/FARO1B
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(Exon 3) (5-AGG ACC TCA CCA CGG AAA GCA ACC T 3-/-5° AGT GCT CCA
TGG AGT AGG AGC GCT T-3’) ein etwa 300 bp grolses POMC-cDNA-Amplifikat
in  menschlicher Haut sowie in humanen Keratinozyten und Melanozyten
nachgewiesen. Dieses cDNA-Amplifikat zeigte sich nach Sequenzierung zu 85%
identisch  mit menschlichem hypophysaren POMC und wurde von der
Arbeitsgruppe als Variante des humanen hypophysaren POMC verstanden. Die
angewandten Methoden entsprachen denen von Slominski et al. (1995) und
Kippenberger et al. (1995). In unserer Arbeitsgruppe konnte mit diesen Primern
kein positiver Befund erhoben werden (Abb. 38). Auch mit allen anderen Primern
konnte weder in HaCaT- noch in A 431-Zellkulturen hypophysdres POMC

nachgewiesen werden (Tab. 7, Tab. 8).

Ob es tatsachlich eine oder gar mehrere Varianten des humanen hypophyséren
POMC gibt, ob POMC in peripheren Geweben gebildet und freigesetzt werden
kann und/oder ob humanes hypophysares POMC in der Peripherie
weiterprozessiert wird, ist zum jetzigen Zeitpunkt ungeklart. Die Moéglichkeit des
Vorliegens von gewebespezifischen POMC-Varianten wird jedenfalls erwogen
(Solomon, 1999; Jeanotte et al.,, 1987). Es sind viele unterschiedlich lange
POMC-Transkripte von diversen Untersuchern beschrieben worden (Farooqui et
al., 1995; Slominski et al., 1992; Lacaze-Masmonteil et al., 1987). So ist das in
der Hypophyse beschriebene etwa 1100 bp grof3, wahrend in der Peripherie
vielfach kleinere, etwa 800 bp grofRe Transkripte, gefunden werden, deren
Translationsprodukte kein Signalpeptid besitzen (1.1). Es ist davon auszugehen,
dafl? mit Primerpaaren, die Intron B (Primerpaar aus Exon 2 und 3) oder gar Intron
A und B (Primerpaar aus Exon 1 und 3) aus der hypophysaren POMC-DNA
Ubergreifen, kein Amplifikat eines kurzen Transkripts herzustellen ist. Die
physiologische Bedeutung dieser unterschiedlich grof3en Transkripte ist ebenso
offen wie die Antwort auf die Frage, ob es sich um weiterprozessierte grol3e
Transkripte handelt, oder um direkt als kleine Transkripte entstandene, ob sie
demnach im peripheren Gewebe entstanden sind oder Ubers Blut an ihren

Bestimmungsort transportiert werden (Grigorakis et al., 2000).

102



Insgesamt gibt es Uber die Expression des POMC-Gens in der Haut und in
Hautzellinien eine Vielzahl an Informationen. Die Bedingungen, unter denen dies
geschieht, sind jedoch vielfaltig. Slominski (1991) zeigte erstmals unterschiedlich
lange POMC-mRNA-Transkripte (3,5 kb, 1,5 kb und 1,0 kb) in Melanomzellen von
Méausen und Hamstern sowohl in vivo als auch in vitro. Kono et al., (2001)
konnten mittels RT-PCR in Kombination mit immunhistochemischen
Nachweisverfahren zeigen, daf3 in Talgdrisen, Naevi, entztindlichen Hautarealen
und in der Peripherie benigner Hauttumoren produzierte POMC-mRNA und
POMC-Peptide nachweisbar sind. Es sind aber auch langere (bis 1500 kb)
Transkripte als das hypophysare beschrieben. So z.B. in Tumoren (Texier et al.,
1991; Clark et al., 1989; Hoppener et al., 1986), in der Placenta (Grigorakis et al.,
2000) und in Ovar und Testis (DeBold et al., 1988; Chen et al., 1986).

Viele Autoren, die Uber den Nachweis von POMC-mRNA und POMC-Derivaten in
Haut und Hautzellinien berichtet haben, beschrieben die Verstarkung dieser
Befunde durch UV-Bestrahlung oder IL-1-Stimulation (Wintzen et al., 2000, 1996;
Chakraborty et al., 1999, 1996; Schauer et al., 1994).

Wir konnten weder unter Basalbedingungen noch nach Stimulation eine POMC-
Genexpression in der menschlichen Haut nachweisen. Unsere Befunde kénnen
also die in der Literatur erhobene Behauptung, in der Haut werde human-
hypophysares POMC exprimiert, nicht stitzen. Sie sind jedoch mit der Expression

eines aberranten POMC-Gens kompatibel.

6.2.2 Ausschluld der Freisetzung von POMC-Derivaten

Das erste in der Haut (in Melanomzellen) beschriebene POMC-Fragment war a-
MSH (Thody et al., 1983). Can et al. (1998) beschrieben ebenfalls eine erhthte
Ausschuttung von POMC-Derivaten, wie a-MSH und ACTH, Farooqui et al. (1996)

POMC-Peptide in menschlicher Haut und in Keratinozyten.

R-Endorphin-IRM wurde als in Keratinozyten gebildet, prozessiert und ins
Kulturmedium abgegeben und durch verschiedene Stimulatoren hochreguliert

(Wintzen et al., 1996) beschrieben. Wie aber passen diese Ergebnisse zu der
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These, dal3 in der Peripherie vor allem das kurze Transkript der POMC-mRNA
vorliegt, welches die auf Exon 2 gelegene Sequenz des flur die Ausschleusung
von POMC aus dem Synthesekompartiment notwendige Signalpeptid nicht enthalt
(Grigorakis et al., 2000)? Wintzen et al. (2000) konnten die 1996 erhobenen
Befunde zum Nachweis von RB-Endorphin-IRM 4 Jahre spater selbst nicht mehr
reproduzieren. Zanello et al. (1999) konnten mittels immunhistochemischer
Verfahren keinen UV-induzierten Anstieg der [3-Endorphinspiegel in humanen
Keratinozyten zeigen. Wintzen et al. (2001) beschrieben diesen 0.g. Anstieg,
allerdings nicht in epidermalen, sondern nur in follikularen Keratinozyten. Zu
ACTH und o-MSH liegen hingegen nur positive Befunde vor. Die Datenlage ist

insgesamt widersprichlich.

Unsere Befunde zeigen weder unter basalen Bedingungen noch nach Stimulation
eine Bildung und/oder Freisetzung von POMC-Derivaten in den Hautzellinien
HaCaT und/oder A 431. Es ist davon auszugehen, dal3 aus dem hypophysar
identischen Bereich in diesen Hautzellinien keine POMC-Derivate vorliegen.
Sollte in der Haut ein -bezogen auf das hypophysare- aberrantes POMC-Gen
vorliegen, ware jedoch der Nachweis von POMC-Derivaten in der Haut
grundséatzlich denkbar, wenn diese nur zufallig mit den Prozessierungsprodukten
des Translationsproduktes des hypophysdren POMC-Gens Ubereinstimmen

wirden.

6.3 Kontroverse Literaturdaten: Einordnung der

eigenen Ergebnisse

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit kann die vielféltig vorhandene Literatur, die auf
die Expression des humanen hypophysaren POMC-Gens in menschlicher Haut
hinweist, nicht bestatigt werden. Nach genauerem Studium der Literatur wurde
klar, daf? viele Arbeitsgruppen ihre mit den gleichen Primern erhobenen Befunde
gegenseitig stitzen und publizieren, sodal3 scheinbar sehr vielen Daten zu
diesem Thema vorliegen von denen jedoch die meisten auf eine einzige Arbeit
zuruckgefuihrt werden kdénnen. Es gibt es jedoch auch einige Autoren, die sich

dieser anerkannten Hypothese entgegenstellen. Unsere Daten konnten jedenfalls
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zeigen, dal3 die beiden Zellinien HaCaT und A 431 unter unseren
Kulturbedingungen POMC offenbar nicht exprimieren. Unsere Daten wirden

demnach die 0.g. anerkannte Hypothese in Frage stellen.

Sollte es nun tatsachlich ein -auf die Hypophyse bezogen- aberrantes POMC-Gen
in der Haut geben, was nach Can et al. (1998) anzunehmen ist, ware vorstellbar,
dal in der Tat POMC-Derivate, d.h. Prozessierungsprodukte des
Translationsproduktes dieses POMC-Gens nachgewiesen werden kénnen, soweit
sie mit den POMC-Derivaten des hypophysaren POMC identisch sind. Die
aberrante POMC-mRNA koénnte dabei mit den hypophyséren Primern nicht
nachgewiesen werden, wenn ein ,hypophysarer® Primer zuféllig auf eine
,=aberrante“ Nukleotidsequenz trifft. Vice versa konnte es ebenso moglich sein,
dall der Nachweis eines aberranten POMC-Gens zuféllig gelingt, wenn die
.nypophysaren“ Primer mit einer ,hypophysar-identischen® Sequenz des
aberranten POMC-Gens interagieren, ohne dal3 POMC-Derivate des

hypophysaren Gens nachweisbar waren.

Abb. 39 stellt eine Synopsis der in dieser Arbeit eingesetzten Analytik auf
Nukleotidsequenzebene (Genexpression) und auf Aminosauresequenz-
/Proteinebene (Antikérperangriff)y dar. Mit der im Rahmen dieser Arbeit
eingesetzten Analytik wurde das human-hypophysare POMC-Gen an mehreren

Stellen abgetastet.

Hatte das human-hypophysdre POMC-Gen mit den 5 eingesetzten
Lhypophysaren® Primerpaaren nachgewiesen werden koénnen, mufdte weiterhin
von der Expression des human-hypophysaren POMC in der Haut ausgegangen
werden, wobei allerdings auch ein aberrantes POMC-Gen vorstellbar waére,
dessen Nukleotidsequenz nur im Bereich der Primer zufallig mit der Sequenz des
hypophysaren POMC-Gens Ubereinstimmt. Da dies im Rahmen dieser Arbeit nicht
gelang, kann die Expression des human-hypophysdre POMC in der Haut
ausgeschlossen werden. Die Mdglichkeit der Expression eines - bezogen auf das

hypophysare - aberranten POMC-Gens bleibt hingegen bestehen.
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Auch auf der Aminosaureebene wurde das human-hypophysdre POMC
untersucht. Ein Nachweis von POMC-Derivaten mittels Antiseren, die human-
hypophysare Antikorperepitope nachweisen, hatte fir die Existenz human-
hypophysarer POMC-Derivate in den Hautzellinien gesprochen. Diese kann
aufgrund der vorliegenden Befunde ausgeschlossen werden. Es besteht aber
weiter die Moglichkeit, dall POMC-Derivate in der Haut vorliegen, die
Prozessierungsprodukte des Translationsproduktes eines -bezogen auf das
hypophysare- aberranten POMC-Gens sind und somit von den eingesetzten

Antiseren nicht detektiert werden konnten.

Der einzige sehr schwach positive Befund konnte im Rahmen dieser Arbeit an der
Zellinie A 431 mit den von Slominski et al., (1995) erstmals eingesetzten Primern
erhoben werden. Die Primer stammen aus Exon 3: Alle mit diesen ,Slominski-
Primern® bisher publizierten Daten (Chakraborty et al., 1999, 1996; Funasaka et
al., 1999; Ermak et al., 1997; Slominski et al. 1995) sprechen fur hypophysares
POMC, das mit diesen Primern nachgewiesen wurde. Aber auch der POMC-
Gennachweis mittels hypophyséarer Primer ohne den Nachweis von POMC-
Derivaten (Abb. 37) in den von uns untersuchten Zellinien spricht am ehesten fir
die Existenz eines aberranten POMC-Gens. Die Nukleotidsequenzen von human-
hypophysarem und aberrantem Gen stimmen wahrscheinlich rein zufallig im
Bereich der ,Slominski“-Primer Uberein, die dazwischenliegenden Bereiche sind

unterschiedlich und so den ,hypophysaren Antiseren nicht zuganglich.

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen die These, dal} ein aberrantes POMC-
Gen in der Haut vorliegt. Uber die Funktion dieses POMC-Systems in der Haut

kann weiterhin nur spekuliert werden.

106



661 gacagaggag cgcgggacca agcggcggcg aaggagggga agaagagccg cgaccgagag EXONL

721 aggccgccga gcgtccccge cctcagagag cagcctcccg agacaggtaa gggcgcageg

4381

4441

4501

4621

7501

7561

7621

7681

7741

7801

7861

7921

7981

gtgttgttaa

gcaggggt cc

gaagtgcgtg

-L--L-
ctgctggtac

gtcttccccc
ttcccgggaa

cacttccgct

gggcagaagc

cccgagcccc

“M-E--H-
at ggagcact

cctaacggcg

-T--G-Q -
act ggccagc
A-Q-A-

gcccaggecg

tgttggctca

caccaatctt

gct ggt gect

gt gggccat g

aggagt gcat
at ggcgacga

gggaccgat t
gcgaggacgt

gcagcgat gg

F--R-WELG
t ccgct gggg

A7AE

aggtccttcc tggtgagtgg ccaacattgt tttgctcctt

gtttgcttct gcagagcctc agcctgecctg gaagat gccg EXON2

ggagagcagc

actgccatct

ccgggcect gc
gcagcctctg

cggccgecegce

ct cagcgggce

t gccaagccg

- - K--P-- V-

- M - P-

tggcttagac attagat ggg

aagcccgacc tctcggecga
accgagaacc cccggaagta
aacagcagca gcagcggcag

gaagact gcg gcccgctgec

ggcccgegeg agggcaageg

act ggagct g

gact cccat gEXON3

cgt cat gggc
cagcggcgcea
t gagggcggce

-S-Y--&

ctcctactcc

G- K--K--

caagccggt g

ggcaagaagc ggcgcccagt

R-R-P--V --K--V--Y-

gaaggt gt ac

A -E--D-ZE

ccgaggacga

--S-A-E-

SA-F--P--

gt cggccgag

L--E--F--K --R-E--L-

gccttccccc

AGTEL
R-L--R-E--G-D-G -P--D-G-
gact ccggga gggagat ggc cccgacggcc
D-L--BE--H--S-L--L- -V--A-A-

acct ggagca

cagcctgctg

tggagtt caa gagggagctg

P--A-D-D--G-A-G

ctgccgat ga cggcgcaggg
E--K--K--D --E--G - P-

gt ggcggccg agaagaagga cgagggcccce




-Y--R-M- E--H-F--R--W-G-S -P--P--K-- D-K--RIY:G:G-F

8041 tacaggat gg agcacttccg ctggggcagc ccgcccaagg acaagcgcta cggecggtttc
P27/
-M-T--S- E-K--S-Q--T--P--L- -V--T--L-- F--K-N-A--l--1--K-

8101 atgacctccg agaagagcca gacgcccctg gtgacgctgt tcaaaaacgc catcatcaag

84E/

CNCA-Y-- K--K--G-E

8161 aacgccltaca agaagggcga gtgagggcac agcgggcccc agggctaccc tcccccagga

8221 ggtcgacccc aaagcccctt gctctceccct gecctgetge cgectcecccag cct ggggggt

Abb. 39 Ausschnitte aus der Nukleotidsequenz des humanen
hypophysaren POMC-Gens (Takahashi et al., 1983; NCBI,
Accession V01510 K02406, HSACTH) sowie Aminosauresequenz
des humanen hypophyséaren POMC (SWISSPROT/P01189)
Nukleotidsequenz, Aminosauresequenz, Primer, Antikdrperepitope
und Antiseren sind wie folgt gekennzeichnet:
Nukleotidsequenzen: kleine Buchstaben, farbig=Exon,
schwarz=Intron, am Zeilenanfang Position der Basen im Gen, z.B.
7681 gggcagaagc
Aminosauresequenzen: blaue GrofRbuchstaben oberhalb der
Nukleotidsequenz, z.B. --T--P--L-

Primer: Bezeichnung des Primers und Punkte untehalb der
Nukleotidsequenzen, Basen eines Primerpaares sind in der
gleichen Farbe dargestellt, z.B. HPO10.....

Antikorper-Epitope: mit Schattierung unterlegte schwarze
Grol3buchstaben oberhalb der Nukleotidsequenzen,

z.B. -G --K--P—

Antiseren: Bezeichnung des Antiserums und Rauten in schwarz
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unterhalb der Nukleotidsequenzen, z.B. 167E// ),

Unsere Befunde kénnen die in der Literatur erhobene Behauptung, in der Haut
werde human-hypophyséares POMC exprimiert, nicht stitzen. Sie sind jedoch mit
der Expression eines aberranten POMC-Gens, wie von Can et al. (1998)
beschrieben, kompatibel. Demnach liegt Evidenz vor, dal3 - gegenlaufig zur
allgemein vertretenen Ansicht -, in der Haut nicht ein human-hypophyséres,

sondern ein - hierauf bezogen - aberrantes POMC-Gen exprimiert wird.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Uber die Expression des hypophysaren POMC-Gens und die Freisetzung von
POMC-Derivaten aus der Hypophyse liegen sehr viele Informationen vor. ,Stref3*
im Sinne physischer und psychischer Belastung spielt fir die Freisetzung der
hypophysaren POMC-Derivate eine grof3e Rolle. Auch zur Expression des
POMC-Gens und zur Freisetzung von POMC-Derivaten in der Haut gibt es eine
betrachtliche Anzahl von Untersuchungen. Die Funktion der hypophysaren wie
der dermalen POMC-Derivate ist jedoch weitgehend unklar, auch wenn eine
Reihe von Effekten von ACTH, a-MSH oder 3-Endorphin bekannt sind.

Die Expression des hypophysaren POMC in der Haut und die Freisetzung von
hypophysaren POMC-Derivaten (obligatorisch aus dem Exon 3-Bereich) sind
.,anerkannte Hypothese“ auf dem betreffenden Forschungsgebiet. Neuerdings
wird diese ,Lehrmeinung“ jedoch angegriffen und dieser die Hypothese eines
(bezogen auf das hypophysare) aberranten POMC-Gens bzw. eines aberranten

POMC-Proteins in Keratinozyten und Melanozyten gegentbergestelit.

In dieser Arbeit konnte an der Keratinozytenzellinie HaCaT weder die Expression
von hypophysdrem POMC noch die Bildung oder Freisetzung hypophysarer
POMC-Derivate nachgewiesen werden. An der Epidermoidzellinie A 431 konnte
die Expression des hypophysarem POMC ebenfalls nicht nachgewiesen werden.
Lediglich der Einsatz eines der Primerpaare aus dem Bereich des Exon 3 ergab
ein sehr schwach positives Signal; diese Befunde sind, insgesamt betrachtet, mit
der Existenz einer Variante des hypophysaren POMC-Gens in A 431-Zellen, wie
sie in einer friher von der Arbeitsgruppe um Farooqi publizierten Arbeit bereits
vorgeschlagen wurde (Can et al.,, 1998), kompatibel. Auch die Bildung und
Freisetzung der hypophysarer POMC-Derivate konnte bei A 431-Zellen nicht
nachgewiesen werden, was wiederum mit der Existenz eines ,aberranten“ POMC-

Gens vereinbar ist.
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Die beiden fur den Nachweis von a-MSH-IRM bzw. CLIP/ACTH-IRM entwickelten
RIAs erflllten ihre Aufgabe zuverlassig und stehen fur weitere Versuche zur

Verfugung.

Unsere Befunde stitzen somit bis jetzt nur die von der Gruppe um Farooqui
aufgestellte Hypothese: Sowohl der héaufig erhobene Befund eines human-
hypophysaren POMC-Gens in der Haut als auch unsere diesbeziglich negativen
Befunde an Zellinien sind kompatibel mit der Expression eines -bezogen auf das

hypophysare POMC-Gen- aberranten POMC-Gens in der Haut.
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8 SUMMARY

Plenty of information is available on the expression of pituitary POMC gene and
the release of POMC-derived peptides from the pituitary. Physiological and
psychological ,stress shows signficant impact on the release of POMC-derived
peptides. Like wise, plenty of research has been conducted on the expression of
the POMC gene and on the release of POMC-derived peptides in the skin.
However, despite the number of proven effects of ACTH, o-MSH and
3-endorphin, the function of pituitary and cutaneous POMC-derived peptides is

largely unclear.

In the relevant field of POMC-research the expression of pituitary POMC in the
skin and the release of POMC-derived peptides (always from the exon 3 region of
POMC gene) constitute ,common and accepted hypothesis®. They are, however,
recently challenged when contrasting them with a divergent hypothesis about an
isoform or variant of the (with regard to the pituitary) POMC gene or, respectivly, a

variant of the POMC-protein in keratinocytes and melanocytes.

Our research could not confirm either the expression of pituitary POMC or the
production and release of pituitary POMC-derived petides at the keratinocyte cell
line HaCaT. The expression of pituitary POMC could also not be confirmed at the
epidermal carcinoma cell line A 431. A weak positive signal could solely be
produced by using primers of the exon 3 region of human POMC. Our research
results prove in total compatible with the previously published opinion by
researcher group around Farooqui (Can et al., 1998) about the existence of an
isoform or variant of the pituitary POMC gene in A 431-cells. The fact that we
could also not confirm the production and release of pituitary POMC peptides in A
431-cells is also regarded coherent with the existence of an isoform or variant of
the POMC gene.

Both radioimmunoassays developed to test and confirm the existence of a-MSH-
IRM, respectivly CLIP-IRM, functioned properly, and can be utilized for further

research projects.

111



Thus, our findings support so far only the hypothesis put forth by the researcher
group around Farooqui: Both, the often stated existence of a human-pituitary
POMC gene in the skin and our negative research results on the cell lines are
coherent with the expression of a (with regard to the pituitary POMC gene) variant
of the POMC gene in the skin.
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