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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Der Melanozyt

Melanozyten sind dendritische Zellen der menschlichen Epidermis, die durch die
Produktion des Pigments Melanin hauptverantwortlich fir die Eigenfarbe der
menschlichen Haut sind. Melanozyten sind neuroektodermaler Herkunft; sie entwickeln
sich aus Vorlauferzellen in der Neuralleiste und wandern ab der 8. Embryonalwoche in die
Epidermis ein (Reedy et al., 1998). Dort finden sie sich in der basalen epidermalen
Zellschicht (Stratum basale) und sind jeweils durch mehrere zwischen ihnen liegende
basale Keratinozyten getrennt (Herlyn et al., 2000). Bei dem von den Melanozyten
produzierten Pigment Melanin werden je nach chemischer Zusammensetzung des
Farbstoffs zwei Typen unterschieden: das braunlich-schwarze Eumelanin und das
gelblich-rétliche Phédomelanin (Thody et al.,, 1991). Die Pigmentsynthese nimmt ihren
Ausgang von der Aminosaure L-Tyrosin, welches uber Tyrosinase, dem Schliisselenzym
der Melaninsynthese, zu Dihydroxyphenylalanin (DOPA) oxidiert und weiter zu
Dopachinon umgewandelt wird. Melanin wird in endosomalen Granula, den dem
endoplasmatischen Reticulum entspringenden Melanosomen, gespeichert. Diese
wandern wahrend der Reifung peripheriewérts, bis schlielich das Pigment Uber die
Dendriten an Keratinozyten weitergegeben und dadurch innerhalb der basalen und
suprabasalen Epidermis verteilt wird (Jimbow et al., 1998; Norris et al., 1998). Die
funktionelle Einheit aus Melanozyten und Keratinozyten fiihrte zur Pragung des Begriffs
der epidermalen Melanin-Einheit, (Fitzpatrick und Breathnach, 1963) welche ein
zahlenmafig relativ festes Verhéltnis von Melanozyten und Keratinozyten darstellt (ca.
1:36), das durch auRere Faktoren wenig beeinflusst wird. Die Pigmentierung variiert je
nach Herkunft eines Individuums auferordentlich, was jedoch nicht durch quantitative
Unterschiede der Melanozytenzahl, sondern durch chemische Unterschiede in der
Melaninzusammensetzung (s.0.) und durch die Feinheit und Dichte der Melaninverteilung
zu erklaren ist. In den letzten Jahren wurde ferner die entscheidende Bedeutung von
Genpolymorphismen des Melanocortin-1-Rezeptors (MC1R) fir die Ausbildung von
unterschiedlichen Pigmentierungstypen erkannt (Sturm et al., 1998). Neben einer direkten
Absorption ultravioletter Photonen hat Melanin die Fahigkeit, reaktive Sauerstoffspezies,
die bei der Interaktion zwischen UV-Photonen mit Membranlipiden entstehen, abzufangen
(Pathak, 1995; Riley, 1997). Des Weiteren zeigt Melanin innerhalb von Keratinozyten eine
charakteristische kappenartige Anordnung oberhalb des Zellkerns, was einen optimalen
Schutz der Kern-DNA gewéhrleistet (Kobayashi et al., 1998).
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Die medizinische Bedeutung der individuell unterschiedlichen Pigmentierung besteht in
der dadurch bedingten Variabilitdt der UV-Licht-Empfindlichkeit bzw. des
Hautkrebsrisikos. Dabei kann Hautkrebs von verschiedenen Zelltypen ausgehen. Das
spinozelluldare Karzinom und das Basalzellkarzinom sind von Keratinozyten ausgehende,
maligne Tumoren. Die Inzidenz fur Basalzellkarzinome liegt laut einer Schweizer Studie in
Mitteleuropa derzeit bei ungefahr 300/100.000 Einwohner pro Jahr und fur das
spinozelluldare Karzinom bei ca. 150/100.000 Einwohner pro Jahr (Hafner et al., 2002).
Melanozyten sind der Ausgangszelltyp fur die Entstehung von gutartigen (melanozytare
Navi) und bdsartigen Tumoren (malignes Melanom; Inzidenz in Deutschland 10-
12/100.000 Einwohner pro Jahr [Garbe und Blum, 2001]).

1.2 UV-Licht

UV-Strahlung ist elektromagnetische Energie und umfasst Wellenlangen von 100 nm bis
400 nm. Dieses Spektrum gliedert sich in ultrakurzwelliges UV-Licht (100 nm — 200 nm)
und UVC-Strahlung (200 nm — 280 nm), die beide ganzlich von der Luft bzw. den oberen
Schichten der Atmosphare herausgefiltert werden, sowie in UVB-Strahlung (280 nm — 320
nm) und UVA-Strahlung (320 nm — 400 nm), die zusammen den fir den Menschen
relevanten Anteil der UV-Strahlung auf der Erdoberflache darstellen. In einer genaueren
Skalierung kann der Bereich der UVA-Strahlung weiter untergliedert werden in UVA, (320
nm — 340 nm) und UVA; (340 nm — 400 nm). In Richtung kleinerer Wellenlangen schlief3t
sich der UV-Strahlung der Bereich der Rontgenstrahlung an, in Richtung gréferer
Wellenlangen folgt der blau-violette Teil des sichtbaren Lichts. Obwohl UVA in weitaus
groRerem Mafl3 als UVB die Erde erreicht (Kaminer, 1995), ist es die UVB-Strahlung, die
fur den groften Teil der gesundheitlichen Schaden, wie beispielsweise Sonnenbrénde,
solare Keratosen und Hautkrebs, verantwortlich gemacht werden muss. Dies beruht auf
einer 1000mal starkeren biologischen Aktivitat der UVB-Strahlung an der menschlichen
Haut. Bei hellen Hauttypen (,Kaukasiern) geht die hellere Hautfarbe mit einer deutlich
héheren UV-Licht-Empfindlichkeit einher, was sich in einer niedrigeren Schwellendosis
zur Auslosung eines Sonnenbrandes &ufRert. Tabelle 1.1 zeigt die nach Fitzpatrick

klassifizierten unterschiedlichen Pigmentierungstypen der menschlichen Haut.



EINLEITUNG 3

Typ | Charakteristika

I bréaunt nie, immer starker Sonnenbrand

rotblonde oder rothaarige, grinaugige, sommersprossige Menschen ("keltischer Typ")
Il bréaunt schlecht, schnell Sonnenbrand

blonde, blauaugige, hellhautige Menschen ("germanischer Typ")

i braunt gut, selten Sonnenbrand
dunkelblonde oder braunhaarige, braundugige, mittelstark pigmentierte Menschen

v braunt sehr gut, sehr selten Sonnenbrand
dunkelhaarige, dunkeldugige, dunkelhdutige Menschen ("mediterraner Typ")

\% praktisch nie Sonnenbrand
braune Haut ("indischer Typ")

Vi praktisch nie Sonnenbrand
schwarze Haut ("afrikanischer Typ")

Tab. 1.1: Hauttypen des Menschen nach Fitzpatrick ( aus: P. Altmeyer, Th. Dirschka, R. Hartwig:
Klinikleittaden Dermatologie, , 2. Aufl., S. 341, Ur  ban & Fischer, Miinchen/ Jena 2003)

Hinsichtlich der Pigmentierung als Reaktion der Haut auf UV-Exposition werden eine
Sofortbraunung (vornehmlich durch UVA) und eine Brdunung vom verzégerten Typ
unterschieden (Jimbow et al., 1985). In suberythematogenen Dosen steigert UV-Licht die
Melanozyten-Proliferation und fuhrt zu verstarkter Melaninsynthese sowie zu einem
vermehrten Melanintransfer in die umliegenden Keratinozyten (Thody, 1995). Neben der
wichtigen biologischen Funktion im Rahmen der Vitamin-D-Synthese stellt UV-Licht in
erster Linie eine potentiell schadigende Noxe dar, vor der der Organismus im Laufe der
Evolution durch die Ausbildung breitengradabhéngiger Pigmentierungstypen einen
Schutzmechanismus entwickelt hat. Neben dem bereits erwahnten Sonnenbrand mit
seinen unangenehmen und bei schwerer Auspragung durchaus bedrohlichen Folgen stellt
aus medizinischer Sicht die UV-induzierte Krebsentwicklung die gefahrlichste Folge von
UV-Licht dar. Der Zusammenhang zwischen der individuellen UV-Exposition und der
Krebshaufigkeit konnte in mehreren epidemiologischen Studien bestétigt werden.
Interessanterweise ist dieser Zusammenhang bei den von Keratinozyten ausgehenden
Tumoren (spinozellulares Karzinom, Basalzellkarzinom) linear und Kkorreliert mit der
kumulativen Gesamt-UV-Dosis, die ein Mensch zeitlebens erfahrt (Elwood, 1992). Bei
melanozytaren Tumoren (Navi, Melanom) dagegen stellt wiederholte, intermittierende,
starke UV-Exposition den entscheidenden Risikofaktor dar (Holman et al., 1986,
Nelemans et al., 1993, Bentham und Aase, 1996). Dies spiegelt sich auch in der
Lokalisation der Tumoren und im Zeitpunkt ihres Auftretens wieder: spinozelluléares
Karzinom und Basalzellkarzinom betreffen vor allem altere Menschen und entstehen am
haufigsten an Kopf und Handriicken, also an chronisch lichtexponierten Hautarealen. Im
Vergleich hierzu entstehen N&vi und Melanome durchaus schon in jingerem Alter und

ohne Bevorzugung dieser Areale. Offenbar stellt die pl6tzliche UV-Exposition ohne die bei
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allmahlicher Sonnengewthnung mdgliche vorherige Ausbildung einer UV-induzierten
Pigmentierung einen in der Pathogenese melanozytarer Tumoren entscheidenden Faktor

dar.

1.3 Melanozytare Navi

Melanozytare Navi sind gutartige melanozytdre Tumoren, die aus Ansammlungen von
Néavuszellen in der epidermalen Junktionszone bzw. der Dermis bestehen.
Charakteristisch ist das Vorkommen von aggregiert liegenden Pigmentzellen, den
sogenannten Navuszellnestern. Jeder Mensch hat durchschnittlich 20- 30 Navi (Grob und
Jreissati, 1998). In ihrem Klinischen Erscheinungsbild sind melanozytdre Navi
aulRerordentlich variabel. Zum Teil kann die Unterscheidung vom Melanom schwierig sein.
Die uberwiegende Mehrzahl aller Pigmentnavi sind erworben, nur selten finden sich Navi
bereits bei Geburt (kongenitale Navi). Individuell schwankt die Zahl melanozytéarer Navi
erheblich. In Studien von MacKie und Mitarbeitern konnte gezeigt werden, dass es
insbesondere wahrend der Pubertéat zu einer deutlichen Zunahme der N&avi kommt
(MacKie et al.,, 1985). Die Bedeutung der Gesamtzahl von melanozytaren Navi eines
Individuums besteht darin, dass eine hohe Anzahl von N&vi auf ein erhdhtes Risiko
hinweist, an einem Melanom zu erkranken (Krtger et al., 1992). Als ursachlicher Faktor
fur die Entstehung von Navi hat neben einer genetischen Disposition insbesondere UV-
Licht eine entscheidende Bedeutung. In mehreren Studien konnte eine Korrelation
zwischen zahlenmaRiger Zunahme von Navi und vermehrter Sonnenexposition,
Sonnenbranden, heller Hautfarbe und Sommersprossen bestatigt werden (Coombs et al.,
1992; Pope et al., 1992; Harrison et al., 1994). Analog zur Melanompathogenese ist auch
bei der Navogenese vor allem die intermittierende Sonnenlichtexposition von vorrangiger
Bedeutung (Augustsson et al., 1992). Die wichtigste Differentialdiagnose melanozytarer
Navi ist das Melanom. Zur visuellen Beurteilung eines Pigmentnavus folgt man der ABCD-
Regel, mit der systematisch klinisch-makroskopische Auffalligkeiten erfasst werden
kénnen (Tabelle 1.2).
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A |Asymmetrie |sie spricht fir Dysplasie bzw. Malignitat; gutartige Tumoren sind
zumeist durch ein symmetrisches Wachstum gekennzeichnet

B |Begrenzung | NA&vi haben meist eine regelmaRige Form und sind scharf zur
umliegenden Haut abgegrenzt; Melanome weisen eine eher unscharfe
und unregelmaRige Begrenzung auf

C |Colorit Navi sind i.d.R. gleichmaRig pigmentiert, das Vorhandensein mehrerer
unterschiedlicher Farbtone weist auf Dysplasie bzw. Malignitat hin

D |Durchmesser | Navi gro3er als 5mm gelten als beobachtungsbeddirftig, eine Zunahme
des Durchmessers ist verdachtig

Tab. 1.2: ABCD-Regel zur Beurteilung melanozytéarer ~ Navi

Keines dieser Einzelkriterien besitzt fir sich genommen eine ausreichende Spezifitat oder
Sensitivitdt fir eine exakte Differentialdiagnose zwischen melanozytarem Navus und
Melanom. Erst die Zusammenschau aller Kriterien unter Bertcksichtigung auch
auflichtmikroskopischer Befunde, anamnestischer Angaben (Wachstum) und ggf. weiterer
subjektiver Symptome fuhrt zur Diagnosestellung. Histologisch werden im Wesentlichen
vier Typen von Navi unterschieden: Bei sehr oberflachlichen Tumoren kommt es zu einer
umschriebenen Vermehrung einzeln stehender Pigmentzellen in der dermoepidermalen
Junktionszone (Navus incipiens oder Lentigo simplex), bei Aggregation der Melanozyten
dieser Schicht zu kleinen Nestern spricht man von junktionalen Navi. Zeigen sich dariber
hinaus zusatzlich Melanozyten in der Dermis, handelt es sich um einen N&vus vom
Compound-Typ. Liegen die Pigmentzellen ausschlie3lich im Korium, spricht man von
einem dermalen Néavus. Melanozytare Navi sind histologisch gekennzeichnet durch einen
in der Regel symmetrischen Aufbau, fehlende Zellatypien, gleichmaRige Nestbildung und
eine so genannte Ausreifung der Pigmentzellen (Abnahme der Zellgréf3e von junktional
nach dermal) (Lever und Schaumburg- Lever, 1990; Ackerman et al., 1994). Als
Sonderform melanozytdrer N&avi wird von vielen Autoren der dysplastische Navus
abgegrenzt (Greene et al.,, 1980), der sich insbesondere mikroskopisch durch
architektonische und zytologische Kriterien von gewohnlichen N&avi unterscheidet und als

madglicher Melanompréakursor beurteilt wird.

1.4 Das maligne Melanom

Das Melanom ist der maligne Tumor der Pigmentzellen und entwickelt sich in Uber 90%
der Falle als Primartumor an der Haut, ausgehend von den Melanozyten der basalen
Epidermis. Daneben kdnnen Melanome ihren Ursprung auch von Pigmentzellen der
Dermis, der Schleim- und Hirnhaute, der Uvea und Retina, des Innenohrs und des
Gastrointestinaltrakts nehmen. Derzeit gilt das Melanom als der Tumor mit der weltweit

am schnellsten zunehmenden Inzidenz, wobei diese erheblichen Schwankungen mit einer
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Inzidenz von 0,6/ 100.000/ Jahr in Hongkong bis etwa 50/ 100.000/ Jahr in Queensland,
Australien, unterliegt (Balch et al., 1992). In Deutschland wird die Inzidenz des Melanoms
mit 10- 12/100.000/ Jahr angegeben (Garbe und Blum, 2001). Die meisten Melanome
werden in der Alterspruppe der 50- bis 60-jahrigen diagnostiziert (Garbe und Blum, 2001).

1.4.1 Atiopathogenese des malignen Melanoms
Bei der Atiopathogenese des Melanoms spielen unterschiedliche Risikofaktoren eine
Rolle (aus: Fritsch, P.: Dermatologie und Venerologie: Lehrbuch und Atlas, S. 586,

Springer Verlag Berlin, 1998)

Dispositionelle Faktoren

- ethnische Zugehorigkeit (Weil3e)

- Hauttyp (helle Hauttypen; keine oder geringe Pigmentierung nach Sonnenexposition;
Jrisch-keltischer Typ*)

- Haar- und Augenfarbe (blonde, rotblonde Haarfarbe, blaue Augen)

- Geschlecht (weiblich)

- Melanom in der Familienanamnese

- Albinismus

- Gestorte DNA-Reparatur (Xeroderma Pigmentosum)

Erworbene Faktoren

- Anamnese von Sonnenbranden
- hoher sozio-6konomischer Status

- Immundefizienz

Vorlauferlasionen

- Gesamtzahl melanozytarer Navi
- atypische Navi

- groRe kongenitale Navi

Den weitaus gréRten Einfluss auf die Melanomentstehung hat nach heutiger Kenntnis das
UV-Licht (Weinstock, 1996). Dabei ist weniger die Dauerexposition entscheidend, sondern
es scheint die intermittierende Sonnenbestrahlung zu sein, die als wichtigster exogener
Faktor bei der Atiopathogenese des Melanoms von Bedeutung ist (Holman et al., 1986;
Nelemans et al., 1993; Bentham und Aase, 1996). Hiermit I&sst sich ansatzweise auch

das gehaufte Auftreten des Melanoms in sozio-6konomisch héheren Schichten erklaren
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(Fernreisen, Strandurlaub). Die geschlechterspezifisch geh&ufte Lokalisation des
Melanoms an Korperregionen, die nur gelegentlich der Sonne ausgesetzt sind, wurde
ebenfalls als Indiz fir die Bedeutung intermittierender Sonnenstrahlung aufgefihrt:
Wahrend sich beim Mann in etwa 55% der Melanome am Stamm und Ricken befinden
(freier Oberkérper im Sommer), kommen Melanome bei der Frau insbesondere an der
unteren Extremitat vor (Rocke im Sommer) (Osterlind et al., 1988; Bentham und Aase,
1996; Berwick, 1998). Es gilt heute als gesichert, dass insbesondere die UV-Belastung im
Kindes- und Jugendalter fir das Melanomrisiko bedeutsam ist (Elwood, 1992, Garbe et al,
1994, Wiecker et al., 2003). In Studien konnte gezeigt werden, dass flunf oder mehr
schwere Sonnenbrande wéahrend der Kindheit oder Adoleszenz das Risiko, an einem

Melanom zu erkranken, mehr als verdoppeln (Weinstock, 1996).

1.4.2 Kiinik und Histologie des malignen Melanoms

Das histologische Bild des Melanoms ist auf3erordentlich vielgestaltig. Nach einem
gebrauchlichen histologischen Klassifikationssystem werden Melanome in vier
Haupttypen eingeteilt, von denen das superfiziell spreitende Melanom (SSM) mit einer
relativen Haufigkeit von ca. 60% den gréRten Anteil ausmacht. Es folgen das nodulare
Melanom (20%), das Lentigo maligna Melanom (10%) sowie das akrolentiginbse
Melanom (5%). Den Rest bilden unklassifizierbare Melanome, Schleimhautmelanome und
Melanome innerer Organe. Bei der mikroskopischen Beurteilung und Diagnosestellung
des Melanoms sind eine Vielzahl von Gesichtspunkten zu bericksichtigen, die nach
Ackermann et al. (1994) in histoarchitektonische und zytologische Kriterien unterteilt

werden kbnnen:

Architektur der Pigmentlasion

- Asymmetrie

- unscharfe Begrenzung im Randbereich

- fehlende Reifung/ Maturation der Pigmentzellen in der tieferen Dermis

- Melanozytennester unterschiedlicher Gréf3e und Form, in ungleichmafRigen Abstanden
voneinander gelegen

- Konfluenz der Melanozytennester

- Melanozyten in suprabasalen epidermalen Zellschichten

- Uberwiegen von melanozytaren Einzelzellen gegeniiber zu Nestern aggregierten
Melanozyten

- Pigmentzellausbreitung innerhalb der epithelialen Adnexstrukturen
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Zytologische Veranderungen

- Zellpolymorphie, Kernpleomorphie
- vergroRRerte Kern-Plasma-Relation

- nekrotische Melanozyten

1.4.3 Prognose des malignen Melanoms

Eine Vielzahl von Einflussgrof3en ist ausschlaggebend fur die Prognose des Melanoms.
Als wichtigster prognostischer Faktor gilt die maximale Tumordicke nach Breslow
(Breslow, 1975; Balch et al. 2001). Die Tumordicke wird am histologischen
Schnittpraparat bestimmt und entspricht der Distanz vom Stratum granulosum der
Epidermis zum unteren Tumorrand. Prognoseverschlechternd bei gleicher Tumordicke
wirkt sich eine Ulzeration des Primartumors aus (Balch et al., 2001). Daneben erweist sich
auch die maximale Eindringtiefe nach Clark als prognostischer Faktor (Clark et al., 1969).
Diese drickt aus, welche histologischen Schichten der Haut von der Tumorinvasion
erfasst werden, Kkorreliert aber insgesamt weniger gut mit der Prognose als die
Tumordicke (Balch et al., 2001). Einen signifikanten Einfluss auf die Prognose hat auch
das Geschlecht des Patienten: M&nner haben insgesamt eine schlechtere Prognose als
Frauen (Garbe et al., 2002; Balch et al., 2001). Als weitere Prognosefaktoren sind das
Alter des Patienten und die Lokalisation des Primartumors anzufiihren: Als
Risikolokalisationen mit schlechter Prognose gelten oberer Stamm, Oberarme, Hals und
Kapillitium, wohingegen Melanomen am unteren Stamm, an den Extremitaten und im
Gesicht eine bessere Prognose beigemessen wird (Garbe et al, 1990). Bei
Immundefizienz (Chemotherapie, Transplantation, HIV-Infektion) besteht ein erhdhtes
Melanomrisiko (Greene et al., 1981, Rasokat et al., 1989) und es werden z.T. raschere
Verlaufe beobachtet. In Anbetracht dieser Einflussgréf3en variiert die 5-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit bei Diagnosestellung zum Teil betrachtlich und reicht von
94 + 2% fur Patienten im Tumorstadium Tla ohne Lymphknotenbefall bis 44 + 5,5% im
Tumorstadium T4b mit Lymphknotenbefall. Davon abzugrenzen ist das Vorliegen von
Fernmetastasen, wobei hier die 1-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit je nach

Metastasenlokalisation nur noch zwischen 59% und 41% liegt (Balch et al, 2001).

1.5 Interaktion von Melanozyten mit ihrer Umgebung

Als Ausgangspunkt fir die vorliegende Untersuchung dienen Hinweise, dass die
molekulare Interaktion von Melanozyten mit ihrer Umgebung eine Rolle bei der
Melanompathogenese spielen kdénnte. Zunachst soll aber zusammengefasst werden, was

Uber die Beziehung von Melanozyten zu ihrer Umgebung bekannt ist.
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Wie bereits erwahnt, liegt der Melanozyt nach Abschluss seiner embryonalen
Einwanderung im Stratum basale der Epidermis und findet sich hier, umgeben von
Keratinozyten, in direkter Nachbarschaft zur Basalmembran. Fir die Aufrechterhaltung
seiner normalen Funktionen (Homoéostase) ist er auf ein konstantes physiologisches
Milieu angewiesen, zu dem u.a. l8sliche Faktoren (Zytokine) einen wichtigen Beitrag
leisten. Keratinozyten regulieren durch parakrin sezernierte Wachstumsfaktoren, v.a.
FGF-2 (fibroblast growth factor), die Melanozytenproliferation (Halaban et al., 1988b).
Auch ein Einfluss von durch die Basalmembran diffundierenden Signalmolekilen der
Dermis ist denkbar. Die unter physiologischen Bedingungen strikte Ortstandigkeit der
Melanozyten in der epidermalen Basalzellschicht wirft die Frage auf, welche
Adhasionsstrukturen die Zellen in ihrer Umgebung verankern. Direkte molekulare Zell-
Zell-Kontakte und Zell-Matrix-Kontakte werden durch Adhasionsmolekile hergestellt
(Edelman und Crossin, 1991). Hierbei handelt es sich in der Regel um
Transmembranproteine, die aus einem extrazellularen Anteil fir die Bindung an die
betreffenden Liganden und einer intrazellularen Domane, verankert im Zytoplasma,
bestehen. Zwei Klassen von Adh&sionsmolekiilen sind von besonderer Bedeutung:
Cadherine und Integrine. Bei den Cadherinen , die die direkte Zell-Zell-Adh&sion
gewahrleisten, handelt es sich um homophile calciumabhéangige
Zelloberflachenglykoproteine (Takeichi, 1991, 1995; Tepass, 1999). Die klassischen
Cadherine wie E- (epithelian), P- (placental) und N- (neural) Cadherin bestehen aus finf
extrazellularen Domé&nen und einem zytoplasmatischen Anteil, der am Aktin- Zytoskelett
verankert ist (Takeichi, 1990; Yap et al., 1997). Fir die intrazellulare Bindung an
Intermediarfilamente ist die Anwesenheit von Cateninen entscheidend, die den Kontakt
zwischen zytoplasmatischer Doméne der Cadherine und Zytoskelett Gberbriicken und so
den Erhalt der Gewebsintegritat ermdglichen (Rubinfeld et al., 1997).

Der Kontakt zwischen Zellen und extrazellularer Matrix, z.B. Basalmembran, wird durch
Integrine vermittelt. Integrine bilden die grofte Gruppe der Zelladhasionsmolekile und
sind universell auf allen Kérperzellen, mit Ausnahme der Erythrozyten, zu finden. Es
handelt sich um heterodimere Transmembranmolekiile, die jeweils aus einer a- und einer

B-Untereinheit aufgebaut sind (Hynes, 1992).

1.5.1 Melanozytare Adhasionsmolekile

1994 identifizierten Tang und Mitarbeiter E-Cadherin als das Hauptadhéasionsmolekil zur
Interaktion zwischen Melanozyten und Keratinozyten (Tang et al., 1994). Ein weiteres
Adhéasionsmolekill, das mdglicherweise im Rahmen der melanozytaren Tumorentwicklung
Einfluss erlangt, ist N-Cadherin (Haass et al. 2004). ICAM-1, ein Adhasionsmolekil der

Immunglobulin-Superfamilie, ist haufig mit entzindlichen Prozessen assoziiert.
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Immunhistochemisch konnte dieses Adh&asionsmolekil nicht in der basalen Epidermis
(also auch nicht in normalen Melanozyten) nachgewiesen werden; es kommt jedoch
regelmafiig in Navi wie auch in Melanomen vor (Tronnier et al., 1997).

Der molekulare Kontakt zwischen Melanozyten und Basalmembran ist bislang erst
luckenhaft geklart. Frihe elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten so genannte
.dense plates, die, analog zur hemidesmosomalen Plaque bei Keratinozyten, den
Kontakt zwischen Melanozyten und Basalmembran reprasentieren sollen (Odland, 1958;
Tarnowski, 1970, Briggaman und Wheeler, 1975). Diese Strukturen wurden in der
Folgezeit in der Literatur jedoch nicht mehr erwdhnt, ein molekulares Korrelat wurde nicht
beschrieben. Lichtmikroskopische immunhistochemische Daten zur Expression von
melanozytaren Adhasionsmolekilen sind nur eingeschrankt verwertbar, da die
Melanozyten in entsprechenden Farbungen nicht sicher von Keratinozyten zu
unterscheiden sind. In immunelektronenmikroskopischen Untersuchungen konnten die
Integrine a3, a6, aV und B1 auf der melanozytaren Oberflache nachgewiesen werden
(Zambruno et al., 1991). Zambruno et al. (1993) wiesen auf Melanozyten in vitro a3p1-,
a5B1-, a6B1- und aVP3- Integrin nach. Bei der Bewertung von Zellkulturexperimenten ist
allerdings zu bedenken, dass das in vitro nachweisbare melanozytare Antigenprofil nicht
immer der in vivo Situation entspricht. Dies erklart sich z.T. durch die in vielen
Melanozyten- Kulturmedien verwendeten unphysiologischen Mitogene wie Phorbolester
(TPA) (Danen et al., 1996). Andere Autoren wiesen auf Melanozyten in vitro a2f31- und
z.T. auch a4pB1- Integrin nach (Danen et al. 1996). Experimente mit nicht- melanozytéren
Zellen (Chorionkarzinom-Zellen, K562-Zellen) unter Verwendung von blockierenden
Antikérpern gegen Integrin- Untereinheiten zeigten, dass die Integrine a331 und a6B1
potentielle Rezeptoren fir zwei wichtige Lamininisoformen (Laminin-1 und Laminin-5) der
epidermalen Basalmembran sind (Sonnenberg et al., 1990, Hall et al., 1990, Delwel et al.,
1994). a2B1-Integrin bindet an Kollagen IV (Vanderberg et al., 1991, Kern et al., 1993),
einen weiteren Bestandteil der Basalmembran, gleichzeitig ist es aber auch ein
Bindungspartner fir Laminin und Fibronektin (Kirchhofer et al., 1990). Unklar ist die Rolle
der Fibronektin-bindenden Integrine a5p31 und aVB3 in vivo, da Fibronektin innerhalb der
epidermalen Basalmembran nicht vorkommt. Der Verbindung zu diesem dermalen
Glykoprotein der extrazellularen Matrix konnte mdglicherweise eine wichtige Rolle fur
Wundheilungsprozesse oder melanozytare Tumoren zukommen, da in diesen Situationen

melanozytare Zellen mit dermaler ECM in direktem Kontakt stehen.
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1.5.2 Melanozytare Adhasionsmolekile unter UV-Ein  fluss

Nur wenige Daten liegen bisher zum Einfluss von UV-Licht auf die Expression
melanozytarer Oberflachenmolekiile vor. Dies verwundert angesichts der wichtigen Rolle,
die der Zell-Zell-und Zell-Matrix-Interaktion fir die Entstehung maligner Tumoren in
unterschiedlichen Geweben zugesprochen wird. Den Einfluss von UV-Licht auf die
Expression von E-Cadherin auf Melanozyten in vitro untersuchten Nakazawa et al.
(1995a) und Seline et al. (1996). Nakazawa et al. fanden 24 h nach UVB (20 mJ/cm?)
keine Anderung der Expression von E-Cadherin. Seline et al. zeigten dagegen eine
Abnahme der E-Cadherin-Expression 24 h nach UVB (20 mJ/cm?). Eine wichtige neuere
Arbeit untersuchte den Einfluss von Endothelin-1, einem neben FGF-2 bedeutsamen
physiologischen Mitogen fir Melanozyten. Die Produktion dieses Molekils durch
Keratinozyten ist unter UVB-Einfluss deutlich gesteigert, wodurch wiederum E-Cadherin
auf Melanozyten indirekt herunterreguliert wird (Jamal und Schneider, 2002).

Den Einfluss von UVB auf die Integrinexpression in vitro untersuchten bislang nur
Neitmann et al. (1999). Immunhistochemisch konnte hier eine Zunahme der
Integrinexpression von a5B1 und aVB3 nachgewiesen werden; durchflusszytometrisch
war der Effekt nur fur a5B1 erkennbar, jedoch nicht signifikant. Die Integrine o231, a6p1

und E-Cadherin wurden in dieser Arbeit nicht untersucht.
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1.6 Fragestellung

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation habe ich die Expression von insgesamt zehn
wichtigen melanozytaren Adhasionsmolekilen untersucht, die im Rahmen der
Melanozyten-Homoostase oder frilhen Schritten der melanozytdren Tumorentwicklung

eine Rolle spielen kdnnten (Tab. 1.3). Dabei sollten folgende Fragen beantwortet werden:
1. Welchen Einfluss hat UVB-Licht auf die Expression dieser Adhasionsmolekile?

2. Welchen Einfluss haben Matrixmolekile (alleine bzw. zusammen mit UVB-Licht) auf

die Expression dieser Molekule?

3. Welchen Einfluss hat die Kokultur von Melanozyten mit Keratinozyten auf die

Expression dieser Molekule?

Antikbrper  Isotyp Klon Fifma/ Katalog- Nr.
a2-Integrin - [Maus IgG1 |16B4 DPC Biermann/ SM1134P

0 3-Integrin |Maus IgG1 |ASC-1 Chemicon/ MAB2056

o5-Integrin |Maus 1gG2b [SAM-1 DPC Biermann/ SM1131P

06-Integrin |Maus IgG2b |4F10 DPC Biermann/ SM1132P
aV-Integrin |Maus IgG1 |P3G8 Chemicon/ MAB1953Z
B1l-Integrin |Maus IgG1 |4B7R DPC Biermann/ SM1578P
B3-Integrin |Maus IgG1 |PM6/13 DPC Biermann/ SM1147P
ICAM-1 |Maus lgG1 [15.2 DPC Biermann/ SM1156P
E-Cadherin |Maus IgGl [67A4 Chemicon/ MAB3199
N-Cadherin |Maus IgG1 |GC-4 Sigma/ C 2542

Tab.1.3: In der vorliegenden Arbeit verwendete Primad  rantikdrper
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2 Material und Methoden

Meine Arbeit lasst sich methodisch im Wesentlichen in zwei Teilbereiche gliedern: Zum
einen habe ich an Melanozyten-Monokulturen die Expression von Adhasionsmolekilen in
Abhangigkeit von einer UVB-Bestrahlung sowie in Abhangigkeit von verschiedenen
Matrixbeschichtungen durchflusszytometrisch gemessen. Als charakteristischen Vertreter
der ECM wurden fir die Beschichtung Laminin-1 (Basalmembran) bzw. Fibronektin
(dermale ECM) ausgewahlt, da diese Molekiile fir melanozytdre Funktionen in vitro von
besonderer Bedeutung sind (Mortarini et al., 1995; Hedley et al., 1996). Zum zweiten
wurde an einem Kokulturmodell, bei dem Keratinozyten und Melanozyten zusammen
ausgesdt und kultiviert wurden, die UV-abhédngige Expression derselben

Adhasionsmolekiile immunzytochemisch untersucht.

Fur die Untersuchung der Expression der Adhasionsmolekile, die Zell-Zell- bzw. Zell-
Matrix-Verbindungen vermitteln, stellt die Durchflusszytometrie eine geeignete Methode
dar. Im Gegensatz zu immunzytochemischen Farbungen, bei denen die Intensitat der
Farbreaktion lediglich in groben Abstufungen mit der Menge des Antigens proportional ist
und so nur richtungsweisende Aussagen Uber die Starke der Expression erlaubt, ist die
Fluoreszenz-aktivierte Zellanalyse (FACS, fluorescence-activated cell sorter) ein
Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Oberflachenmoleklen.

Durchflusszytometrische Untersuchungen an Kokulturen von Melanozyten und
Keratinozyten sind dagegen technisch problematisch, da diese im FACS nicht als
unterschiedliche Zellpopulationen erkannt werden. Aus diesem Grund erfolgte hier die
Untersuchung der zellularen Oberflachenmolekiile mit Hilfe immunzytochemischer

Farbungen.

2.1 Zellkultur
2.1.1 Zellkulturmedien

Melanozytenmedium

Melanocyte- growth- medium- M2, Promocell (Heidelberg): definiertes, serum- und TPA-
freies Kulturmedium. Eine genaue Zusammensetzung des Mediums gibt die Firma nicht
bekannt, ein Hauptbestandteil ist jedoch der Wachstumsfaktor FGF-2 (fibroblast growth

factor-2). Das Medium enthdlt antibiotische Zusétze.
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Keratinozytenmedium

Keratinocyte-SFM (serum-free medium), Gibco/ Invitrogen (Karlsruhe). Eine genaue

Zusammensetzung des Kuturmediums gibt die Firma nicht bekannt.

2.1.2 Melanozytenkultur

Fur die Durchfihrung unserer Versuche verwendeten wir Melanozyten-Priméarkulturen der
Firma Promocell (normal human epidermal melanocytes M2, NHEM M2, Promocell,
Heidelberg). Es handelte sich hierbei um epidermale, aus neonatalem Vorhautgewebe
eines hellhautigen Individuums (,Kaukasier) extrahierte Melanozyten, die in der ersten
Passage in kryokonservierter Form geliefert wurden.

Die Zellen wurden zunachst in 10 ml MGM-M2 (melanocyte growth medium-M2;
Promocell, Heidelberg) resuspendiert. Nach 2 Tagen Wachstum bei 37C, 5% CO, in
einer 75 cm? Kulturflasche (Greiner, Frickenhausen) wurde das Medium erstmals
gewechselt und das Anwachsen der Zellen kontrolliert. Nun wurden die Melanozyten so
lange kultiviert, bis eine etwa 80%ige Konfluenz erreicht war, wobei ein Mediumwechsel

dreimal wochentlich stattfand.

2.1.3 Passagieren der Melanozyten

Die Zellen wurden, sobald sie subkonfluent gewachsen waren, auf jeweils drei neue
Flaschen aufgeteilt. Hierfir wurde das Kulturmedium zunachst abgesaugt und durch
einmaliges Spilen mit PBS (Phosphate Buffered Saline ohne Ca** und Mg, Cambrex,
Verviers, Belgien) ausgewaschen. Nach Zugabe von 7,5 ml 0,025%-igem Trypsin
(Trypsin/ EDTA Solution, Sigma, Heidenheim) Iosten sich die Melanozyten im
Warmeschrank bei 37T innerhalb von 5 min nahezu vo llstandig vom Plattenboden.
Durch Zugabe von 7 ml TNS (Trypsine Neutralizing Solution, TNS, Clonetics Cell
Systems, Remagen) wurde die proteolytische Aktivitdt des Trypsins abgesattigt und die
Zellsuspension anschlieBend in ein 50 ml Kunststoffrohrchen (Greiner, Frickenhausen)
aufgenommen. Das Abzentrifugieren der Zellen erfolgte bei 96g, fir 3 Minuten. Die
Flussigkeit wurde abgesaugt, das Zellpellet in 3 ml Kulturmedium resuspendiert und
jeweils 1 ml auf drei neue Kulturflaschen verteilt.

Um in unseren Versuchen mdglichst vergleichbare Bedingungen zu schaffen, benutzten
wir durchweg Melanozyten in ahnlichen Passagen. Hierfir wurden die Zellen nach

Expansion zum Teil zunéchst weggefroren.
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2.1.4 Wegfrieren und Auftauen von Melanozyten

Zum Einfrieren der Melanozyten wurden diese zunachst wie oben beschrieben trypsiniert
und das Zellpellet abzentrifugiert. Die anschlieRende Aufschwemmung des Pellets
erfolgte mit 1 ml eiskaltem Einfriermedium (Cryoprotective Medium, Bio
Whittaker/Cambrex, Apen). Die Zellsuspension wurde dann in auf Eis stehende
Einfriercups Uberfihrt und die Zellen zundchst bei minus 70 < tiefgefroren. Nach 48 h
erfolgte das Uberfiihren in fliissigen Stickstoff (-196 ).

Fur das Auftauen tiefgefrorener Zellen wurden diese aus dem Stickstoff genommen und
durch einmaliges, kurzes Offnen des Einfriercupdeckels der darin befindliche Uberdruck
abgelassen. Im 37 € warmen Wasserbad wurde das R6h rchen mit den gefrorenen Zellen
so lange geschwenkt, bis ca. 90% der Melanozyten aufgetaut waren. Die Zellsuspension
wurde mit einer Pipette aufgenommen und in das bereits erwarmte Kulturmedium einer 25
cm? Kulturflasche Gberfiihrt. Nach 24 h erfolgte der erste Mediumwechsel; zu diesem

Zeitpunkt sollten ungefahr 70% der Zellen angewachsen sein.

2.1.5 Beschichtung der Kulturplatten

Um den Einfluss der extrazellularen Matrix auf die Expression von Adhasionsmolekilen
zu untersuchen, kultivierten wir einen Teil der Melanozyten auf mit Laminin-1 bzw.
Fibronektin beschichteten Kulturplatten.

Hierfur ~ wurde Laminin-1  (Sigma, Taufkirchen) in  Hepes-Puffer  (N-2'-
Hydroxyethylpiperazin-2-Ethansulfonséure, Clonetics, Verviers, Belgien) bzw. Fibronektin
(Sigma, Taufkirchen) in steril filtriertem destilliertem Wasser angesetzt (20 pg/ml bzw. 30
ug/ml) und von dieser Lésung 1 ml pro Feld (9,5 cm?) einer 6-well-Platte (Greiner,
Frickenhausen) gegeben. Die so befillten Platten wurden nun fir 24 h im Kuhlschrank
gelagert. Es folgte das Absaugen und ein einmaliges Waschen mit PBS, bevor die Platten
fur eine Stunde bei 37T mit 1 ml 3% BSA (Bovine se rum Albumine, Sigma, Taufkirchen)
in Hepes Uberschichtet wurden. Hierdurch wurden unspezifische, d.h. nicht durch
Laminin-1 bzw. Fibronektin abgesattigte Bindungsstellen der Plastikoberflache blockiert.
Dann wurde mit PBS das nicht gebundene BSA ausgewaschen und die Melanozyten nun
in einer Dichte von etwa 20.000/cm? (Kontrolle in Neubauer-Zahlkammer) ausgesét. Nach

48-stundiger Kultur erfolgte die UVB-Bestrahlung.

2.2 Kokultur aus Keratinozyten und Melanozyten

In diesem Versuchsansatz wurde untersucht, inwieweit eine gemischte Zellkultur,
bestehend aus Melanozyten und Keratinozyten, die Expression melanozytarer

Oberflachenmolekiile beeinflusst.
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Die fur unsere Experimente genutzten Keratinozyten wurden in kryokonservierter Form in
der ersten Passage bei der Firma Cambrex (Verviers, Belgien) gekauft. Analog zu den
Melanozyten wurden auch die Keratinozyten in 75 cm? Kulturflaschen vermehrt, wobei der
Mediumwechsel jeden zweiten Tage erfolgte (Serum- Free Keratinocyte Medium K- SFM,
Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe). Da nach unseren Beobachtungen die Keratinozyten in der
Zellkultur im Vergleich zu Melanozyten eine relativ kurze Lebensdauer aufwiesen (8 bis
10 Passagen), verwendeten wir durchweg Zellen friiher Passagen (Passage 4-7). Fur die
Kokultur wurden die Keratinozyten auf Chamberslides verteilt (Falcon, Becton- Dickinson,
Heidelberg). Durch Zugabe von Calciumchlorid in das Kulturmedium modifizierten wir die
Calciumkonzentration im Keratinozytenmedium (0,09 mM bzw. 1,5 mM). Nach zwei
Tagen, in denen das Anwachsen der Keratinozyten gesichert war, wurden die
Melanozyten im Verhdltnis 1:5 zu den Keratinozyten hinzugesat und die Kokultur bis zum
subkonfluenten Wachstum unter Verwendung von Keratinozytenmedium weiterkultiviert.
Dabei wird die Tatsache genutzt, dass Keratinozyten eine ,Ammenfunktion* fir die
Melanozyten Ubernehmen, so dass diese ohne spezielles Melanozytenmedium durch von

Keratinozyten produzierte Wachstumsfaktoren ernahrt werden.

2.3 UV-Bestrahlung
2.3.1 UV-Lichtquelle

Wir fiahrten die Bestrahlung mit einem UV-Monochromator durch. An dem Geréat
(Dermolum®, Miiller Elektronik-Optik, Moosinning) kann mittels einer speziellen
Gitterfiltertechnologie die Wellenldnge des austretenden Lichtes, das von einer 1 kW
Xenonlampe mit sonnendhnlichem Spektrum emittiert wird, im Bereich von 270 bis 700
nm stufenlos eingestellt werden. Dabei ist die Bandbreite von 5 bis 80 nm variierbar. Die
Bestrahlung erfolgte bei einer Zentralwellenlange von 297,5 nm mit einer Bandbreite von
35 nm, d.h. mit einem Spektrum von 280 bis 315 nm. Dies entspricht dem unteren UVB-
Anteil des Sonnenlichtes. Die UV-Dosis wurde mit einem PRC-Photometer (Photometry,

Radiometry, Colorimetry, Krochmann, Berlin) gemessen.

2.3.2 Festlegung der UV-Dosis

In Vorversuchen lieR sich zeigen, dass ab einer Bestrahlungsdosis von 10 mJ/cm? UVB
nach 24 h zahlreiche Zellen frei im Kulturmedium flottierten. Mittels Trypanblauinklusion
konnte der Anteil abgestorbener Zellen in der Neubauer-Zahlkammer quantifiziert werden
und stellte sich im untersuchten Dosisbereich in etwa linear dosisabhéngig dar (10 mJ/
cm? 24 h p.i. ca.15%, 15 md/cm? 24 h p.i. ca. 18%, 20 mJ/cm? 24 h p.i. ca. 30%).
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Daraus lasst sich ableiten, dass bereits bei dieser Dosis UV-Effekte wirksam sind und den
Anteil adhérenter, d.h. vitaler Zellen, an der Gesamtzellzahl reduzieren. Vor diesem
Hintergrund wéhlten wir eine Bestrahlungsdosis von 5 mJicm® fir die
Basisuntersuchungen an unseren Melanozyten. Bei dieser Dosis ist aufgrund der
Vorversuche davon auszugehen, dass eventuelle Anderungen der Immunreaktivitat
tatsachlich nicht durch Verlust der Zellintegritdt beeinflusst werden. Gleichzeitig fiihrten
wir jedoch auch fir alle zu untersuchenden Oberflachenmolekiile Messreihen mit héheren
Bestrahlungsdosen durch (20 mJ/cm?). Hierdurch sollte untersucht werden, ob sublethale
UV-Dosen, wie sie in vivo bei einem Sonnenbrand wirksam sein dirften, zu spezifischen

Effekten fir einzelne Adhasionsmolekiile fiihren.

2.3.3 Bestrahlung der Melanozyten

Fur die Bestrahlung wurde das Kulturmedium zunachst abgesaugt und durch Spulen mit
PBS ausgewaschen. Pro Feld der 6-well-Platte wurde 1 ml PBS mit Ca®* (130 mgl/l;
Cambrex/ Biowhittaker, Apen) vorgelegt. Dann erfolgte (bei UV-undurchlassiger
Abdeckung der nicht zu bestrahlenden Felder) die UVB-Bestrahlung mit 280- 315 nm
zunachst mit 5 mJ/cm?, spater auch mit 10 bzw. 20 mJ/cm®. In jedem Versuchsansatz

blieb die Halfte der Kulturplatten zum Vergleich unbestrahilt.

2.4 Durchflusszytometrie

Die durchflusszytometrische Messung der Melanozyten erfolgte in der Regel 24 h nach
der UVB- Bestrahlung. Hierflr wurden die Zellen wie folgt vorbereitet: Fir die Messung
der Integrine und ICAM-1 konnten die Melanozyten wie oben beschrieben mit 0,025%-
igem Trypsin abgeltst werden. Fir die Messung der Cadherine war eine Abldsung mit
calciumhaltigem Puffer ohne EDTA erforderlich, da Cadherine in Abwesenheit von
Calcium durch Trypsin rasch abgebaut werden (Takeichi, 1977, 1988). Daher wurde fir
diese Messungen 2,5%-iges Trypsin ohne EDTA in PBS mit Ca** (Cambrex/ Biowhittaker,
Apen) verwendet. Die Ablosung erfolgte bei 37C in ca. 30- bis 45 min.

Auf eine moglichst grol3e Zellausbeute mit einem Zielwert von etwa 100.000 Zellen pro ml
war zu achten (Kontrolle in Neubauer-Zahlkammer). Jeweils 100 pl Zellsuspension
wurden in EppendorfgefaRe Uberfihrt und mit 10 pl des jeweiligen primaren Antikdrpers
(20 pg/ml) 10 min (Raumtemperatur) inkubiert. Die verwendeten Antikdrper wurden
bereits in Tab. 1.3, S. 12, aufgelistet. Sie wurden in einer Verdinnung von 1:50
eingesetzt. Bei allen von uns verwendeten Primarantikdrpern handelte es sich um
unkonjugierte Antikdrper, also Antikérper, an die der Fluoreszenzfarbstoff nicht direkt

gekoppelt war. In einem weiteren Schritt wurden sie mit einem fluoreszenzmarkierten
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Sekundarantikodrper (Fluorescein Isothiocyanate (FITC)- F(ab’), Ziege- anti- Maus, Dako,
Hamburg) inkubiert (Konzentration 20pug/ml, 10 min bei Raumtemperatur in Dunkelheit).
Zwischen bzw. nach den beiden Inkubationsschritten wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und abzentrifugiert. Fir die Untersuchungen stand uns das
Durchflusszytometer EPICS/XL-MCL, Coulter-immunotech, Hamburg, des Instituts fur
Immunologie und Transfusionsmedizin des Universitatsklinikums Schleswig-Hostein,
Campus Lubeck, zur Verfugung, dass wir freundlicherweise in Zusammenarbeit mit Herrn
Privatdozent Dr. P. Schlenke nutzen durften.

Die Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS) ist ein Verfahren zur quantitativen
Messung von Zelloberflachenmolekilen. Grundlage ist eine Antigen-Antikérper Reaktion
mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern. Als typische Fluorochrome dienen hierbei
Fluorescein-lsothiozyanat (FITC) und Phycoerythrin (PE). Die Lichtquelle besteht aus
einem luftgekihlten Argonlaser mit einer Wellenlange von 488 nm, dessen Strahl durch
Linsensysteme in eine elliptische Form gebracht wird. Soll die Zelle vollstdndig und
gleichmaliig beleuchtet werden, muss sie direkt mittig durch den Laserstrahl flie3en,
damit die Fluorochrome maximal angeregt und das Licht direkt partikelabhangig gebeugt
wird. Hierfur werden die zu untersuchenden Zellen in Suspension, umgeben von einem
inneren Proben- und einem &aulleren Hillstrom, durch die Messzelle des
Durchflusszytometers geleitet. Durch den héheren Druck des auf3eren Hullstroms wird der
innere Probenstrom zu einem didnnen Faden ausgezogen, in dem die Zellen

perlschnurartig hintereinander aufgereiht den Laserstrahl im rechten Winkel kreuzen.
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Abb. 2.1: Schematische Darstellung des Prinzips der D  urchflusszytometrie (aus: Internet;

http://lwww.facslab.toxikologie.uni-mainz.de/zytomet rie.jsp)
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Bei exakter Anregung der Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffs durch den
monochromatischen Laserstrahl werden diese in ein héheres Energieniveau gehoben.
Nach dem Laserimpuls fallen die Elektronen unter Abgabe von Energie in Form von
Photonen auf ihr Ursprungsniveau zurtick. Spezielle Photodetektorsysteme registrieren
die ermittelte Photonenkonzentration, die sich proportional zur Menge des gebundenen
Antikorpers pro Zelle verhélt. Zusatzlich werden durch die Lichtbeugung und -streuung
Informationen Uber die ZellgroRe und Binnenstruktur (Granularitdt des Zytoplasmas,
GroRe des Zellkerns) der Zellen gewonnen, die das Durchflusszytometer durch
Detektoren fur das Vorwarts- und Seitwartsstreulicht der Zellen erhalt.

Es wird nur der Teil der Einzelereignisse zur Fluoreszenzmessung herangezogen, der
sich am Bildschirm gezielt anhand der Streulichteigenschaften als vitale Zellpopulation
eingrenzen lasst.

In den vorliegenden Versuchen wurden als Negativkontrollen jeweils Farbungen mit dem
Sekundarantikorper allein  (als Mafl3 fir die unspezifische Bindung des
Sekundarantikorpers) und mit einem Isotyp- Antikdrper (als Maf3 fir die unspezifische
Bindung von Maus- Immunglobulinen) mitgefiihrt. Diese Kontrollen zeigten eine jeweils
sehr schwache Fluoreszenz, deren Ausmald zur Definition des Schwellenwertes fir

positive Immunreaktivitat (maximal 2% unspezifische Bindung) diente.

2.5 Immunzytochemie
2.5.1 Kokultur in Chamber-Slides

Fur die immunzytologischen Untersuchungen verwendeten wir die unter 2.2

beschriebenen Kokulturen aus Melanozyten und Keratinozyten. Die Kultur der Zellen
erfolgte in diesem Fall statt in Gewebekulturflaschen
bzw. 6-well-Platten auf Chamberslides: Hierbei handelt
es sich um ein Zwei- Kammersystem aus Polystyrol,
das einem Glasobjekttrager aufsitzt und mit einem
Deckel verschlossen werden kann (Abb. 2.2). Jede
Kammer ist etwa 3,7 cm® groR. Die Vorbereitung bzw.

Bestrahlung selbst erfolgte wie unter 2.3.3 beschrieben.

Abb. 2.2: Chamber-slide (Falcon, Becton- Dickinson, Heidelberg)

Durch die Kultur in Chamberslides waren die Zellen bei der Bestrahlung sauber getrennt,
so dass immer nur eine Kammer des Chamberslides isoliert bestrahlt werden konnte. Die

Plastikkammern konnten nach Bestrahlung und Fixierung der Zellen problemlos von den
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Objekttragern gelost werden und diese im Anschluss direkt fir die Farbungen genutzt

werden. Die Bestrahlung der Kokulturen erfolgte bei 280- 315 nm mit 20 mJ/cm?.

2.5.2 Fixieren der Zellen

Das Fixieren der Zellen erfolgte in einem Methanol-Aceton-Gemisch (70:30). Hierfur
wurde das Kulturmedium abgesaugt und die Réander der Chamberslides gel6st, so dass
lediglich die Zellen auf den Objekttragern verblieben. Diese wurden fir 5 min in PBS
gewaschen und dann fir weitere 5 min in Methanol/Aceton fixiert. Die

immunzytologischen Farbungen erfolgten jeweils direkt im Anschluss an die Fixierung.

2.5.3 Immunzytologische Farbung

Das Prinzip der Immunzytochemie besteht aus einer spezifischen Bindung von
Antikérpern an zellulare Antigene, die dann durch eine Farbreaktion sichtbar gemacht
werden. Nachdem der primare Antikdrper an das Antigen gebunden hat, wird er mit einem
Sekundarantikorper (Bruckenantikdrper) markiert. Abbildung 2.3 zeigt schematisch die
Komplexbildung aus alkalischer Phosphatase und Antikdrpern gegen alkalische
Phosphatase, wie sie der APAAP- Methode (Alkalische Phosphatase- Anti-Alkalische
Phosphatase) zugrunde liegt. Die Bindung erfolgt Uber einen Briickenantikorper, der den
Primarantikérper mit dem APAAP-Enzym-Immunkomplex verbindet. AnschlieRend wird

durch eine Enzym-Substrat-Reaktion eine Farbung zum sichtbaren Nachweis erreicht.

[ ) (]
\ / APAAP =
3 Alk_alische_ Phosphatase-
o< S Abb. 2.3: Schematische Darstellung zum Prinzip der APA  AP-

Methode (aus: Handbuch Immunchemische
/)k\1 Priméarantikérper

Farbemethoden, Dako Cytomation, 3. Aufl. 2003)
Nach dem Fixieren der Zellen und zehnminitigem Waschen der Objekttrager in Tris-
Puffer erfolgte die Inkubation mit dem priméren Antikdrper (1:50 verdinnt) fir 30 min bei
Raumtemperatur in der feuchten Kammer. Die verwendeten Primarantikérper
entsprachen den fir die in der Durchflusszytometrie verwendeten (Tab. 1.3). Fir a6-
Integrin wurden noch zwei weitere Primarantikbrper alternativ angewendet. Dabei

handelte es sich um einen monoklonalen Ratte-anti-Mensch-Antikérper gegen das a6-
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Integrin (Isotyp Ratte IgG2a, Klon NKI-GoH3, Chemicon, Ternecula, Kalifornien/USA)
sowie um einen monoklonalen Maus-Antikdrper gegen die zytoplasmatische Doméane der
Integrin-Untereinheit a6A (Isotyp Maus MAB1356, Klon 1A10, Chemicon, Ternecula,
KalifornienflUSA). Fur diese zwei Antikérper wurde auch ein alternatives
Fixierungsprotokoll mit Formalin benutzt (gepuffertes Formalin 4% in PBS).

Zum Abwaschen der Uberschissigen Antikdrperlosung wurden die Objekttrager jeweils
nach der Inkubation mit einem Antikérper fir 5 min in Tris- Puffer gestellt. Nach Inkubation
mit dem Sekundarantikérper Kaninchen Anti- Maus (1:25, Dako, Hamburg) fir 30 min
(Raumtemperatur) und erneutem Spilen in Tris-Puffer wurde der APAAP-Komplex (1:50,
Dako, Hamburg) dazugegeben. Fir die alternativ verwendete Farbung mit dem
Primarantikérper GoH3 (Ratte-anti-Mensch, Chemicon, Ternecula, Kalifornien/USA)
wurde ein Sekundarantikérper aus dem Kaninchen verwendet (Dako, Hamburg,
Verdinnung 1:50). Um die Intensitat der Farbung zu steigern wurden nacheinander der
Sekundarantikorper als auch der APAAP-Komplex erneut fir jeweils 10 min
(Raumtemperatur) aufgetragen. Die anschlieBende Farbung erfolgte in Neufuchsin fur
etwa 7 min. Zur Kernfarbung wurden die Objekttrager fir 5 min mit Hamatoxylin nach
Mayer gefarbt und anschlielend fir 5 - 10 min unter flieRendem Leitungswasser
nachgeblaut. Zum Schluss wurden die Objekttrager mit Glyceringelatine eingedeckelt. Die

Farbungen wurden im Anschluss lichtmikroskopisch beurteilt.

2.6 Statistische Auswertung

Mittelwerte und Standardabweichungen der durchflusszytometrischen Daten werden im
Ergebnisteil dargestellt. Zur Berechnung gelangten die Messwerte aus sechs, mindestens
jedoch drei unabhangigen Versuchen. Die Versuchsanzahl n sowie die
Standardabweichung sind im Ergebnisteil im Text bzw. in den Diagrammen angegeben. In
Einzelfallen wird in den Abbildungen das Ergebnis eines repréasentativen Versuchs
gezeigt und ist dann als solches ausgewiesen. Die Signifikanz nach Mann- Whitney wurde
im  U-Test, einem nicht-parametrischen Test fur ungepaarte Stichproben
(Computerprogramm SPSS, Version 12.0) errechnet. Speziell fir die Auswertung der a6-
Integrin-Expression an unbestrahlten Melanozyten kam zusatzlich der Test nach Kruskal-
Walllis zur Anwendung (siehe 3.4.1). p-Werte < 0,05 wurden als signifikant gewertet. Bei
der Wahl der statistischen Testverfahren wurde ich freundlicherweise von Herrn Dr.

Frohlich aus dem Institut fiir medizinische Statistik und Dokumentation beraten.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von UV-Licht auf Melanozyten

Die UVB-Bestrahlung von Melanozyten fiihrte zu dosisabhangigen Auswirkungen auf die
Zellmorphologie.

In immunzytochemischen Farbungen fanden wir bei einer Dosis von 5 mJ/cm? 24 h p.i. bei
mikroskopischer Betrachtung eine vermehrte Pigmentproduktion und eine etwas
beschleunigte Vermehrung der Zellzahl im Vergleich zu den unbestrahlten Kontrollen.
Diese Effekte von UVB-Licht sind aus der Literatur bekannt und wurden im Rahmen
dieser Arbeit nicht quantifiziert (Ranson et al., 1988; Nakazawa et al., 1995b).

Bei Bestrahlungen mit 10- 20 mJ/cm? beobachteten wir zusétzlich einen deutlichen UV-
Einfluss auf die Zell-Dendrizitat und die Form der Zellkérper. Abbildung 3.1 zeigt
vergleichend die Morphologie unbestrahlter (3.1a) und bestrahlter Melanozyten (3.1b). Zu
erkennen sind 24 h nach Bestrahlung mit UVB 20 mJ/cm? breite, eher plump wirkende

Zellkorper mit sowohl zahlenmaRig verminderten als auch kirzeren, weniger filigranen

Dendriten.

Abb. 3.1a: unbestrahlte Melanozyten- Abb. 3.1b: bestrahlte Melanozyten-
Monokultur Monokultur, UVB 20 mJ/cm 2, 24 h
p.i.

Neben den beschriebenen Effekten fanden sich bei diesen Bestrahlungsdosen auch
zunehmend Zellen, die sich von der Plastikoberflache der KulturgefalRe gel6st hatten und
jetzt frei im Kulturmedium flottierten.

Mittels Trypanblauinklusion in der Neubauer Zahlkammer konnte der Anteil abgestorbener
Zellen quantifiziert werden und stellte sich im untersuchten Dosisbereich in etwa linear
dosisabhangig dar (10 mJ/cm? 24 h p.i. ca. 15%, 15 mJ/cm?® 24 h p.i. ca. 18%, 20 mJ/cm?
24 h p.i. ca. 30%). Die Beschichtung der Kulturplatten mit Laminin-1 fihrte zu einer
héheren Toleranz der Melanozyten gegenuiber UVB. 24 h p.i. zeigten die Zellen eine im
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Vergleich zu den unbeschichteten Kulturplatten verminderte Ablosung. Auch fur
Fibronektin war dieser Effekt erkennbar, jedoch in weitaus schwécherem Ausmall.

3.2 Einfluss von UV-Licht auf die Expression von me  lanozytaren

Adhasionsmolekilen

3.2.1 Einfluss einer UVB-Bestrahlung mit 5 mJ/cm 2

Die Expression von melanozytaren Adhasionsmolekillen 24 h p.i. mit UVB 5 mJ/cm?
zeigte im Vergleich zu unbestrahlten Kontrollen keine signifikanten Unterschiede (s.
Anhang, Tab. 7.1). Das Saulendiagramm in Abb. 3.2 zeigt die Ergebnisse dieser
Untersuchung mit Auftragung der im einzelnen untersuchten Oberflachenmolekile auf der

Abzisse gegeniber der jeweiligen Expressionsstarke in Prozent auf der Ordinate.

100 - B unbestrahlt
90 - B UVB 5mJ/cm?
80
— 70 1
X
8 60 A
‘» 50 1
[%]
O 40 -
g
Ll 30 1
20 -
10 -
0 A
alpha2 alpha3 alpha5 alpha6 alphaV betal beta 3 E- N- ICAM- 1
- Integrine - Cadherin Cadherin

Abb. 3.2: Expression melanozytarer Adh&asionsmolekdl e; Einfluss einer UVB-Bestrahlung mit

5 md/cm? (Messung jeweils 24 h p.i.). Mittelwerte mit Standa rdabweichungen (n= 3; 6

[s.u])

Bei einigen der untersuchten Adh&sionsmolekule (a3-Integrin, a5-Integrin, a6-Integrin, 1-
Integrin, N-Cadherin) zeigte sich in drei unabhangigen Messungen eine konstante
Expression mit nur geringer Standardabweichung. Andere Adh&sionsmolekile (a2-
Integrin, aV-Integrin, B3-Integrin, E-Cadherin ICAM-1, ) stellten sich etwas weniger

einheitlich dar, so dass hier n=6 Messungen vorgenommen wurden.
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3.2.2 Einfluss einer UVB-Bestrahlung mit 20 mJ/cm 2

Um den Einfluss hoherer UV-Dosen zu uberprifen erfolgte im Anschluss die
durchflusszytometrische Messung melanozytarer Adhasionsmolekiile bei einer UVB-
Bestrahlungsdosis von 20 mJ/cm?, 24 h p.i. (Abb. 3.3). Hierbei fanden wir eine signifikante
prozentuale Anderung der Expression von a6-Integrin (p<0,05). Die Expression aller
anderen untersuchten Molekiile blieb auch bei einer UVB-Dosis von 20 mJd/cm?

weitgehend konstant (s. Anhang, Tab. 7.4).

Bunbestrahlt
B UVB 20mJ/icm’

Expression [%]

alpha2 alpha3 alpha5 alpha6 alphaV  betal beta 3 E- N- ICAM- 1
- Integrine - Cadherin Cadherin
Abb. 3.3: Expression melanozytarer Adhéasionsmolekiile; Einfluss einer UVB- Bestrahlung mit

20 mJ/cm 2 (Messung jeweils 24 h p.i.). Mittelwerte mit Standa  rdabweichungen (n=3)

* signifikant (p< 0,05) gegenuber unbestrahlten Melan  ozyten

3.2.3 UVB-Dosisabhangigkeit der a6-Integrin-Herunterregulation
Aufgrund der spezifischen Herunterregulation von a6-Integrin wurde nun noch eine
mittlere Bestrahlungsdosis von 10 mJ/cm?® gewahit. Es zeigte sich eine Dosisabhéngigkeit

der a6-Integrin-Herunterregulation (Abb 3.4 [Balkendiagramm]).
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o

Abb. 3.4: a6-Integrin-Expression in Abhangigkeit einer UVB-Bestr ahlung (Messung jeweils 24 h
p.i.). Mittelwerte mit Standardabweichungen (n=3).

Alternativ zur Darstellung als Balkendiagramm wird hier zusétzlich die Darstellung als
sogenanntes Overlay-Diagramm gewahlt, die die Dosisabhéngigkeit gut veranschaulicht
(Abb 3.5).

160

Everts

Abb. 3.5: Expression von a6-Integrin; unbestrahlt (schwarz, 91,7% positiv), 10 mJ/cm 2 (grun, 67,8%

positiv), 20 mJdicm 2

(rot, 20,9% positiv), Isotypkontrolle (blau, 1% po sitiv).
Originalprotokoll (Histogramm mit WinMDI). Dargeste It ist jeweils das Ergebnis eines

reprasentativen Einzelversuches.
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3.3 Einfluss extrazellularer Matrixmoleklle auf die Expression

melanozytarer Adhasionsmolekiile

3.3.1 Einfluss extrazellularer Matrixmolekile auf d ie Expression melanozytarer
Adhasionsmolekile (unbestrahlte Melanozyten)

Weder der Kontakt der Melanozyten zu Laminin- 1 noch der Kontakt zu Fibronektin fihrte

zu einer signifikanten Anderung der Expression melanozytarer Adhasionsmolekiile bei

unbestrahlten Melanozyten (Abb.3.6, siehe auch Anhang, Tab. 7.2 und 7.3).

100 - .
B unbeschichtet
90 - . .
H Fibronektin
801 OLaminin-1
_ 701
.é. 60 -
5
‘w50 A1
3
5 404
x
w30 4
20 4
10 A
0+ T T T T T T T T s T -1
alpha2 alpha3 alpha5 alpha6 alphaV betal beta 3 E- N- ICAM- 1
- Integrine - Cadherin Cadherin

Abb. 3.6: Einfluss der extrazellularen Matrixmoleku le Laminin-1 und Fibronektin auf die
Expression melanozytarer Adhasionsmolekile. Mittelwe rte mit Standardabweichungen
(n=3;6[s.0.])

3.3.2 Einfluss extrazellularer Matrixmolekule auf d ie Expression melanozytarer
Adhasionsmolekile nach Bestrahlung mit UVB 5 mJ/cm 2

Auch bei Bestrahlung mit UVB 5 mJ/cm? filhrte weder die Beschichtung mit Laminin-1

noch die Beschichtung mit Fibronektin zu einer signifikanten Anderung der Expression

melanozytarer Adhasionsmolekile (Abb. 3.7; siehe auch Anhang, Tab. 7.2 und 7.3).
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Abb. 3.7: Einfluss der extrazellularen Matrixmolekii  le Laminin-1 und Fibronektin auf die
Expression melanozytéarer Adhasionsmolekile (Messung jeweils 24 h p.i.). Mittelwerte mit

Standardabweichungen (n= 3; 6 [s.0.])

3.3.3 Einfluss von Laminin-1 auf die Expression von a6-Integrin nach Bestrahlung
mit UVB 10 bzw. 20 mJ/cm 2

Aufgrund der spezifischen, dosisabhdngigen Herunterregulation von a6-Integrin (siehe
3.2.3) wurde der Einfluss einer Matrixbeschichtung auf die Expression dieses
Adhasionsmolekiils auch bei 10mJ/cm? und 20 mJ/cm? Uberpriift. Da es sich bei a6-
Integrin (in heterodimerer Form, d.h. bei Melanozyten als a6p1-Integrin) um ein
ausschlief3lich an Laminin bindendes Molekil handelt, wurde ein eventueller Einfluss von
Fibronektin hier nicht weiter verfolgt. Dargestellt ist die Expression von a6-Integrin
(unbeschichtet vs. Laminin-1-Beschichtung) bei unbestrahlten bzw. bei mit 10 mJ/cm? und
20 mJ/cm? bestrahlten Melanozyten (Abb 3.8). Es zeigt sich, dass die dosisabhédngige

Herunterregulation von a6-Integrin durch Laminin-1 deutlich abgeschwacht wird.

B unbeschichtet
ELaminin-1

a6-Intergin-Expression [%]

unbestrahlt 10 mJ/cm2 20 mJ/cm2
UVB-Bestrahlungsdosis

Abb. 3.8: Expression von a6-Integrin auf unbeschichteten und mit Laminin-1 be schichteten
Kulturplatten in Abhéngigkeit einer UVB-Bestrahlung (Messung jeweils 24 h p.i.).
Mittelwerte mit Standardabweichungen (n=3).
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3.4 Weiterfilhrende Untersuchungen zur Expression vo n a6-

Integrin
In den zuvor geschilderten Versuchen konnten wir fir a6-Integrin eine spezifische UVB-
dosisabhéngige Herunterregulation zeigen, die durch Laminin-1 abgeschwéacht wird.
Daher wollten wir jetzt die Kinetik der a6-Integrin- Regulation untersuchen (siehe Anhang,
Tab. 7.5 und 7.6). Auch der Einfluss von Laminin-1 sollte im zeitlichen Verlauf untersucht

werden.

3.4.1 Kinetik der UVB-dosisabhangigen Expression vo  n a6-Integrin (12, 24 und 48
h p.i.)

An unbestrahlten Melanozyten, die fir jeden der drei Messzeitpunkte (12, 24 und 48 h
p.i.) als Kontrollen mitgefihrt wurden, liel3 sich durchflusszytometrisch eine a6-Integrin-
Expression von durchschnittlich 92,69% nachweisen (n= 9, SDx 1,83%). Da die
unbestrahlten Kontrollen methodisch identisch behandelt wurden, konnten die
Einzelergebnisse nach Uberpriifung im Kruskal-Wallis-Test zu einer Gesamtpopulation
zusammengefasst und auch im Folgenden als Einheit statistisch ausgewertet werden.
Hieraus erklart sich die in Abbildung 3.9 (S. 29) als konstante Linie dargestellte
a6-Integrin-Expression fur unbestrahlte Melanozyten (92,69%). Die Abbildung zeigt die
a6-Integrin- Expression nach unterschiedlichen Zeitintervallen (12, 24, 48 h p.i.) und UVB-
Dosen (0, 10, 20 mJ/cm® ). Die Ergebnisse zeigen, dass die UVB-induzierte
Herunterregulation der a6-Integrin-Untereinheit dosisabhéangig und reversibel ist. Bereits
12 h nach Bestrahlung mit UVB 10 mJ/cm? ist die Expression von a6-Integrin im Vergleich
zu unbestrahlten Kontrollen signifikant (p<0,05) herunterreguliert (mittlere Expression
81,0%, n= 3, SD+ 1,97%). Dieser Effekt ist 24 h p.i. noch deutlicher (mittlere Expression
63,57%, n=3, SD* 4,15%). 48 h p.i. konnten wir wieder eine Heraufregulierung von a6-
Integrin zeigen (mittlere Expression 89,3%, n=3, SD+ 0,25%). UVB-Dosen von 20 mJ/cm?
fuhren zu einer starkeren Herunterregulation von a6-Integrin. Die Expression war 48 h p.i.
bei 20 mJ/cm? aufgrund der fortgeschrittenen Schadigung der Melanozyten nicht mehr

messbar.
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Abb. 3.9: Zeitlicher Verlauf der Expression von a6-Integrin nach UVB-Bestrahlung. Darstellung des
aus 9 Einzelmessungen gemittelten Wertes (  +s) fur unbestrahlte Zellen sowie des
Mittelwertes ( +s) aus n=3 Messungen flr Bestrahlung mit UVB 10 mJ/c m?  bzw. 20

mJicm 2.

* signifikant (p< 0,05) gegenuber unbestrahlten Melan  ozyten

3.4.2 Kinetik der UVB-dosisabhéangigen Expression v on a6-Integrin; Einfluss von

Laminin-1

Auch fur den zeitlichen Verlauf der Expression priften wir, ob die Immunreaktivitdt von
a6-Integrin  durch den Kontakt zu Laminin-1 beeinflusst wird. Im Gegensatz zu
unbeschichteten Kulturplatten konnten bei Laminin-1-Beschichtung
durchflusszytometrische Messungen auch 48 h nach Bestrahlung mit 20 mJ/cm?
ausgewertet werden, da die Melanozyten zu diesem Zeitpunkt in einem verwertbaren
Zustand waren. Auch hieran drlckt sich ein melanozytenprotektiver Effekt von Laminin-1
aus. Insgesamt zeigte sich neben der bereits unter 3.3.3 beschriebenen Abschwachung

auch eine zeitliche Verzégerung der UVB-induzierten Herunterregulation von a6-Integrin.
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Abb. 3.10  Einfluss unterschiedlicher UVB- Dosen auf d ie Expression von a6-Integrin (Laminin-1-
Beschichtung). Darstellung des aus 9 Einzelmessungen gemittelten Wertes ( xs) fur
unbestrahlte Zellen sowie des Mittelwertes ( %s) aus n= 3 Messungen fur Bestrahlung mit
UVB 10 mJ/cm ? bzw. 20 md/cm 2.

* signifikant gegentber unbestrahlten Melanozyten (p< 0,05)

In Abbildung 3.10 ist zun&chst der zeitliche Verlauf der a6-Integrin-Expression auf
Lamininbeschichtung nach unterschiedlichen UVB-Dosen dargestellt. Im Gegensatz zu
den Versuchen ohne Lamininbeschichtung (Abb.3.9) war die Herunterregulation erst bei
20 mJ/cm? signifikant im Vergleich zu den unbestrahlten Kontrollen. In den Abbildungen
3.11 und 3.12 ist der Effekt der Lamininbeschichtung in direktem Vergleich zu den

unbeschichteten Ergebnissen erkennbar.
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Abb. 3.11 und 3.12: Einfluss der Beschichtung mit La  minin-1 auf die UVB-abh&ngige Expression von
a6-Integrin; UVB 10 mJ/cm 2 (Abb. 3.11) bzw. 20 mJ/cm ? (Abb. 3.12). Mittelwerte mit
Standardabweichungen (n= 3)

unbestr. = unbestrahlt
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3.5 Einfluss einer Kokultur mit Keratinozyten au  f die Expression

melanozytarer Adhasionsmolekile

Um zu untersuchen inwieweit die Kokultur von Melanozyten mit ihren natirlichen
Nachbarzellen, den Keratinozyten, die Expression von Adhasionsmolekulen beeinflusst,
wurden beide Zelltypen fur 48 h auf Chamberslides kokultiviert und 24 h nach Bestrahlung

mit UVB 20 mJ/cm? immunzytochemisch gefarbt.

3.5.1 Einfluss unterschiedlicher Calciumkonzentrati onen im Kulturmedium auf die
Differenzierung der Keratinozyten

Fur die Kokulturexperimente verwendeten wir Keratinozytenmedium unterschiedlicher
molarer  Calciumkonzentration (0,09 mM bzw. 1,5 mM). Bei niedriger
Calciumkonzentration, welche eher den Gegebenheiten in der epidermalen
Basalzellschicht entspricht, zeigten die Keratinozyten eine hohere Proliferation. Sie
verteilen sich dabei relativ gleichmafig auf der Oberflache der Kulturschalen. Eine hohe
Calciumkonzentration bewirkt eine verstarkte Differenzierung der Keratinozyten, bei der
sie sich analog zu suprabasalen Epidermisschichten zu plattenepithelialen Verbanden
zusammenlagern und dabei inselartige Gruppen bilden. Die Melanozyten verteilen sich
jeweils relativ gleichmafig zwischen den Keratinozyten (Abb. 3.13a, b).

D LR LR ™ e ST TR T
- . .'.‘o .'__.‘ v’.‘ . ™ rhd xo d,ﬁ‘
. - ‘.. es0. N®e PV So2

(@) (b)

Abb. 3.13: Kokultur aus Melanozyten und Keratinozyt  en bei 0,09 mM (a) und 1,5 mM (b)
Calciumchloridkonzentration. Immunzytochemische Far bung mit dem monoklonalen
Antikdrper Melan-A (APAAP). Die Melanozyten weisen  eine zytoplasmatische Anféarbung

auf.
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3.5.2 Einfluss von UVB auf die Expression von Adhas ionsmolekilen in der
Kokultur

Die Ergebnisse der immunzytochemischen Farbungen sind in folgender Tabelle
zusammengefasst.

Calciumkonzentration 0,09 mM

Melanozyten Keratinozyten
Antikorper unbestrahlt| UVB 20 mJ/cm?, 24 h p.i.|unbestrahlt{ UVB 20 mJ/cm?, 24 h p.i.
Melan A ++ ++ - -
MNF (Pan- Keratin) - - ++ i
a2-Integrin (+) (+) n +
a3-Integrin (+) (+) n
a5-Integrin (+) (+) ¥ n
06-Integrin - - + +
aV-Integrin (+) (+) ) (+)
B1-Integrin (+) (+) + +
33-Integrin + + _ _
ICAM- 1 (+) (+) - i
E-Cadherin + + ++ ++
N-Cadherin - - R _

Calciumkonzentration 1,5 mM

Melanozyten Keratinozyten
Antikorper unbestrahlt| UVB 20 mJ/cm?, 24 h p.i.| unbestahlt |[UVB 20 mJ/cm?, 24 h p.i.
Melan A ++ ++ _ N
MNF (Pan- Keratin) - - ++ +
a2-Integrin (+) (+) n +
a3-Integrin (+) (+) ¥ +
a5-Integrin (+) (+) + n
06-Integrin - - + +
aV-Integrin (+) (+) ¥ +
B1-Integrin (+) (+) ) (+)
33-Integrin + + - _
ICAM-1 (+) (+) - .
E-Cadherin + + ++ ++
N-Cadherin - - R R

Legende: ++ starke Expression
+ mittlere Expression
(+) schwache Expression

- fehlende Expression
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In der Folge ist fur jeden der untersuchten Antikdrper jeweils eine immunhistochemische

Farbung der unbestrahlten Melanozyten linksseitig dargestellt, auf der rechten Seite findet

sich das entsprechende Korrelat nach Bestrahlung mit UVB 20 mJ/cm?, 24 h p.i.
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09 mM Ca
(a) Melanozyten: ++; Keratinozyten: -

0,

Melan A;

Abb. 3.14:

(b) Melanozyten: ++; Keratinozyten: -

(b)

Melan A; 1,5 mM Ca **

Abb. 3.15:

(@) Melanozyten: ++; Keratinozyten: -

(b) Melanozyten: ++; Keratinozyten: -
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Abb. 3.16:

Keratinozyten: ++

(&) Melanozyten: -;

(b) Melanozyten: -; Keratinozyten: ++

(b)

MNF; 1,5 mM Ca ™"

Abb. 3.17:

(a) Melanozyten: -; Keratinozyten: ++

(b) Melanozyten: -; Keratinozyten: ++
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++

09 mM Ca

0
(@) Melanozyten: (+); Keratinozyten: +

(b) Melanozyten: (+);

Integrin;

a2

Abb. 3.18:

Keratinozyten: +

5mM Ca **
(@) Melanozyten: (+); Keratinozyten: +

;1

Integrin

a2

Abb. 3.19:

(b) Melanozyten: (+); Keratinozyten: +
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(@) Melanozyten: (+);

Integrin; O

a3

Abb. 3.20:

Keratinozyten: +
Keratinozyten: +

(b) Melanozyten: (+);

(b)

++

a3-Integrin; 1,5 mM Ca

Abb. 3.21:

(@) Melanozyten: (+); Keratinozyten: +
(b) Melanozyten: (+); Keratinozyten: +
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Abb. 3.22:  a5-Integrin; 0,09 mM Ca **

(@) Melanozyten: (+); Keratinozyten: +

(b) Melanozyten: (+); Keratinozyten: +

Abb. 3.23:  a5-Integrin; 1,5 mM Ca ™
(@) Melanozyten: (+); Keratinozyten: +
(b) Melanozyten: (+); Keratinozyten: +
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(b)

++

Abb. 3.24: alpha 6-Integrin; 0,09 mM Ca
(&) Melanozyten: -; Kerationzyten: +
(b) Melanozyten: -; Keratinozyten: +

(b)

++

Abb. 3.25: alpha 6-Integrin; 1,5 mM Ca
(&) Melanozyten: -; Keratinozyten: +
(b) Melanozyten: -; Keratinozyten: +
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Abb. 3.26:  aV-Integrin; 0,09 mM Ca **

(@) Melanozyten: (+); Keratinozyten: +
(b) Melanozyten: (+); Keratinozyten: +

aV-Integrin; 1,5 mM Ca **
(@) Melanozyten: (+); Keratinozyten: +
(b) Melanozyten: (+); Keratinozyten: +

Abb. 3.27:
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(b)

Abb. 3.28:  Bl-Integrin; 0,09 mM Ca ™
(a) Melanozyten: +; Keratinozyten: (+)
(b) Melanozyten: +; Keratinozyten: (+)

Abb. 3.29:  Bl-Integrin; 1,5 mM Ca **

(a) Melanozyten: +; Keratinozyten: (+)

(b) Melanozyten: +; Keratinozyten: (+)
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(b)

Abb. 3.30:  B3-Integrin; 0,09 mM Ca ™
(a) Melanozyten: +; Keratinozyten: -
(b) Melanozyten: +; Keratinozyten: -

(b)

Abb. 3.31: B3-Integrin; 1,5 mM Ca ™
(a) Melanozyten: +; Keratinozyten: -

(b) Melanozyten: +; Keratinozyten: -
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Abb. 3.32: ICAM-1; 0,09 mM Ca ™
(a) Melanozyten: (+); Keratinozyten: -
(b) Melanozyten: (+); Keratinozyten: -
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Abb. 3.33: ICAM-1; 1,5 mM Ca
(a) Melanozyten: (+); Keratinozyten: -
(b) Melanozyten: (+); Keratinozyten: -
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++

Abb. 3.34: E-Cadherin; 0,09 mM Ca
(a) Melanozyten: +; Keratinozyten: ++
(b) Melanozyten: +; Keratinozyten: ++

Abb. 3.35: E-Cadherin; 1,5mM Ca **
(a) Melanozyten: +; Keratinozyten: ++

(b) Melanozyten: +; Keratinozyten: ++



ERGEBNISSE 45
VN IR L S B AN e S A
Y VAR AT IR L A T2l UEeet 2Pl vl L AN
& DN S AN 'l'p\'.‘,“{‘ ‘e ee AR T PO T MO AR A
I E T e RN ST G SN2, B SGT Y e TS AT TN
. A & 5 - A

AT SRR g, T 2 30 N A RN S RSN AT it
S F A PR Rt e R Ly Ate

~ <, s ol - 3 Qo " Jee 2,05 - (59
Pt - & 85 2 a2 . 8\ "oy . o 8 o8
R SR AL P A T SR MO T R S
y M A e 38 ST
2 NV AP T 7 T Byl SR
o« at®% % R 6 g0 N0 (X
-~¢5:J,""o:,-t Woeot ot N, Y
0 oS e SV "“:”“0\1 Sees
LY “. oy ‘." (3 3P4 I g
N o','@‘.: Ve % =L N RS
v.". ORI P LTS . '““‘”z‘.'"w" e
I ."'l: ret 4, ""9 !.‘_‘96‘;“"1!‘“, ; ’.‘
PRAACIIRCA TR 20N SR YA SR ALY

(@) (b)

Abb. 3.36: N-Cadherin; 0,09 mM Ca **
(@) Melanozyten: -; Keratinozyten: -
(b) Melanozyten: -; Keratinozyten: -

+

Abb. 3.37: N-Cadherin; 1,5mM Ca *
(@) Melanozyten: -; Keratinozyten: -

(b) Melanozyten: -; Keratinozyten:-
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4 Diskussion
4.1 UV-induzierte Effekte auf Morphologie und

Wachstumsverhalten der Melanozyten

Die Bestrahlung von Melanozyten mit UVB fihrte zu dosisabhéngigen Effekten. Bei einer
UVB-Dosis von 5 mJ/cm?® zeigten sich Verdnderungen der Melanozyten 24 h nach
Bestrahlung. Diese umfassten nach unserem visuellen Eindruck neben einer vermehrten
Pigmentproduktion eine leicht verminderte Dendrizitat, verkiirzte Dendriten und eine
etwas gesteigerte Proliferation im Vergleich zu den unbestrahlten Kontrollen. Diese
Effekte, die fur etwa 5- 7 Tage erkennbar blieben, spiegeln die natirliche Funktion
epidermaler Melanozyten bei der Anpassung an den Umweltreiz Sonnenlicht wieder.
Sowohl eine gesteigerte Pigmentproduktion mit anschlieBendem Transfer in die
umliegenden Keratinozyten als auch eine erhdhte Zellteilungsrate tragen zur Braunung
der Haut bei und helfen so, sie vor schadlichen UV-Effekten zu schitzen. Diese Effekte
wurden in der Literatur bereits vielfach beschrieben (Friedman und Gilchrest, 1987; Yaar
und Gilchrest, 1991; Gilchrest et al., 1998). Die zitierten Arbeiten beschreiben gro3tenteils
Ergebnisse von Zellkulturexperimenten, fir die Melanozytenmedien mit Zusatz von
Phorbolestern (TPA) verwendet wurden. Diese unphysiologischen Mitogene fihren zu
einer erhohten Proliferation der Melanozyten und zu einer Reihe von weiteren Effekten,
die u.a. auch die Expression von Adhasionsmolekilen betreffen (Danen et al., 1996). Das
von uns verwendete, TPA-freie Melanozytenmedium fuhrt im Vergleich mit TPA-haltigem
Medium zu einer deutlichen Erhéhung der Dendritenzahl als Ausdruck einer hdheren
melanozytaren Differenzierung. Insofern zeigen unsere Ergebnisse, dass es sich bei den
oben beschriebenen UV- Effekten nicht um TPA-induzierte Zellkulturartefakte handelt.

Bei Bestrahlungen mit Dosen von 10- 20 mJ/cm? fanden sich ab ca. 12 h p.i. neben den
beschriebenen Effekten zunehmend auch frei im Kulturmedium flottierende Zellen. Da
Melanozyten in vitro auf die Adhdrenz an die Plastikoberfliche der Kulturgefalle
angewiesen sind, konnte davon ausgegangen werden, dass es sich dabei um
abgestorbene Zellen handelt. Diese konnten mittels Trypanblauinklusion in der Neubauer-
Zahlkammer quantitativ erfasst werden. Im untersuchten Dosisbereich stellte sich der
Anteil abgestorbener Zellen in etwa linear dosisabhéngig dar (10 mJ/cm® 24 h p.i. ca.
15%, 15 mJ/cm? 24 h p.i. ca. 18%, 20 mJ/cm? 24 h p.i. ca. 30%). Somit zeigte sich bei
dem verwendeten Versuchsaufbau bereits bei UVB-Dosen >5 mJ/cm? ein nennenswerter
Anteil abgestorbener Melanozyten, bei denen es sich vermutlich gréRtenteils um
apoptotische Zellen handelt. Kim et al. (2000) untersuchten die Apoptoserate von
Melanozyten unter UV-Einfluss. Unter Verwendung des Apoptosemarkers Annexin V

ermittelten sie eine dosisabhangig gesteigerte Apoptoserate von 10% nach Bestrahlung
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mit 10 mJ/cm?, 21% nach Bestrahlung mit 20 mJ/cm? und 60% nach einer UVB-Dosis von
30 mJ/cm?.

In der Literatur findet sich eine gewisse Spannbreite an von Melanozyten bei der
Bestrahlung tolerierten UVB-Dosen. Kirnbauer et al. (1992) variierten mit
Bestrahlungsdosen zwischen 2,5 - 12,5 mJ/cm?, Nakazawa et al (1995a) bestrahlten mit
20 mJ/cm?, Neitmann et al (1999) mit 30 mJ/cm®und Valery et al. (2001) mit 100 mJ/cm?.
Auch hierbei spielen die bereits oben diskutierten methodischen Bedingungen der
Melanozyten-Kultur, insbesondere die Zusammensetzung des Kulturmediums, eine
wichtige Rolle. Einen groRen Einfluss hat auch die Wahl der Lichtquelle und des
verwendeten Dosimeters. So findet sich je nach verwendeter Lichtquelle in den meisten
Studien, in denen Melanozyten in vitro mit UVB bestrahlt wurden, auch ein unterschiedlich
hoher Anteil von langerwelligem (UVA)- Licht. Dieses ist im Vergleich zu UVB wesentlich
energiedrmer und wirkt sich deshalb auch dosimetrisch weniger stark aus, dennoch ist bei
der Angabe der UVB-Dosis der Anteil des UVA-Lichts von der UV-Gesamtdosis
abzuziehen. Zudem ist auch die spektrale Verteilung je nach Lichtquelle unterschiedlich,
das heildt auch innerhalb des UVB-Spektrums kann entweder der kirzer- oder
langerwellige Anteil starker betont sein. Fir die biologische Wirkung kann dies (bei
gleicher Dosis) u.U. einen erheblichen Unterschied bedeuten (Kadekaro et al., 2003). Mit
Hilfe des fur unsere Untersuchungen verwendeten Monochromators konnte eine relativ
gleichméfRige spektrale Verteilung im UVB-Bereich erzielt werden. Durch einen speziellen
Gitterfilter wurde zudem der UVA-Anteil weitgehend eliminiert und durch Einstellung der
Wellenlange auf 280- 315 nm der oberste Anteil des UVB- Spektrums (315- 320 nm)
zusatzlich reduziert. Das so erzielte, relativ reine UVB-Licht kdnnte erklaren, dass die von
uns ermittelte Dosistoleranz der Melanozyten im Vergleich mit Angaben aus anderen
Studien eher niedrig ist. Neben diesen EinflussgroRRen spielt auch die Uberschichtung der
Zellen wahrend des Bestrahlungsvorgangs eine nicht unwichtige Rolle. In unseren
Versuchen wurde pro Feld der 6-well-Platte (ca. 10 cm?) eine Uberschichtung mit 1 ml
PBS gewahlt. Dieses Volumen ist erforderlich, um ein Austrocknen der Zellen wahrend
des Bestrahlungsvorganges zu vermeiden. Durch den geringen Abstand zwischen dem
Zelllayer und dem Meniskus der Flissigkeit sollte andererseits die Absorption des
kurzwelligen UVB-Lichts durch die Flussigkeit minimiert werden. Da derartige genaue
methodische Angaben in der oben genannten Literatur fehlen, ist eine Vergleichbarkeit
mit den dort verwendeten UVB-Dosen nur mit Einschréankung maglich. Der Schwellenwert
der UV-Dosis-Toleranz muss fir einen verwendeten Versuchsaufbau jeweils neu
bestimmt werden.

Eine Korrelation mit den in vivo bei Sonnenexposition messbaren UV-Dosen ist nur

eingeschrankt moglich. Neben der Polychromasie des Sonnenlichts und der Reflektion
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durch die Hautoberflache ist zu bericksichtigen, dass schon in den suprabasalen
Schichten der Epidermis eine Absorption insbesondere von kurzwelligem UVB-Licht
stattfindet. Eine etablierte Messgré3e fur die Bestimmung der von der Haut tolerierten UV-
Dosis ist die minimale Erythemdosis (MED), d.h. die UV-Dosis einer jeweiligen
Bestrahlungsquelle, die nach 24 h zur Ausbildung eines scharf begrenzten Erythems
(Sonnenbrand) fuhrt. Die MED wird routinemaRig bei lichtinduzierten Erkrankungen der
Haut zur Quantifizierung der Empfindlichkeit und zur Bestimmung der auslésenden
Wellenlange gemessen (sog. Lichttreppe, z.B. bei Lupus erythematodes, polymorpher
Lichtdermatose). Ferner dient sie als Ausgangsuntersuchung vor therapeutischer
Anwendung von UV-Licht. Die bei medizinischer UV-Bestrahlung eingesetzten UVB-
Dosen (MED) betragen bei vorher ungebréaunter Haut je nach Hauttyp ca. 15- 100 mJ/cm?

(Hauttypen I- 111). Die von uns verwendeten Dosen waren mit 5- 20 mJ/cm? geringer.

4.2 Einfluss von Extrazellularmatrix-Komponenten au f
Morphologie, Wachstumsverhalten und UV-Empfindlichk eit

der Melanozyten

Eine Beschichtung der Kulturplatten mit typischen molekularen Bestandteilen der ECM
der Basalmembran (Laminin-1) bzw. der Dermis (Fibronektin) fihrte zu Auswirkungen auf
das Wachstumsverhalten und die Morphologie der Melanozyten. Dabei wurden jeweils
hohe Beschichtungskonzentrationen gewahlt, bei denen nach Literaturangaben von
einem Sattigungseffekt bezliglich der Auswirkungen auf die Melanozyten auszugehen war
(Neitmann et al., 1999). Sowohl Fibronektin- als auch Laminin-1-Beschichtung fuhrten im
Vergleich mit unbeschichteten Plastikoberflachen nach unserem visuellen Eindruck zu
einer schnelleren Vermehrung der Melanozyten. 48 h nach Aussaat der Zellen auf
Lamininbeschichtung zeigten die Melanozyten eine veranderte Morphologie mit breiteren
Zellkorpern und leicht verkirzten Dendriten. Diese Eigenschaft wird in der Literatur als
~Spreading” (,Ausbreitung“) beschrieben (Gilchrest et al., 1985). Bei Beschichtung mit
Fibronektin zeigten sich keine deutlicheren morphologischen Verdnderungen. In vielen
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass ECM-Proteine in vitro eine Vielzahl
melanozytarer Eigenschaften einschlie3lich Melanozytenmorphologie (Gilchrest, 1985;
Ranson, 1988; Zambruno, 1993; Hara, 1994), Adhéasion (Scott et al., 1992; Nakazawa et
al 1995hb), Proliferation (Ranson et al. 1988) Migration (Morelli et al., 1993) und
Pigmentproduktion beeinflussen (Ranson et al., 1988; Nakazawa et al., 1995b; Hedley,
1996). Hedley et al. (1996) zeigten, dass ECM-Beschichtung das Fehlen bestimmter
Wachstumsfaktoren im Melanozyten-Kulturmedium z.T. kompensieren kann. Mortarini et

al. (1995) konnten zeigen, dass Melanozyten auf Laminin-1-Beschichtung eine erhdhte
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Proliferation aufwiesen. Insgesamt zeigten sich bei diesen Studien z. T. erhebliche
Einflisse durch die Zusammensetzung des Kulturmediums, insbesondere mitogener
Zusétze wie TPA bzw. Wachstumsfaktoren. Ubertragen auf die in vivo Situation kann man
schlussfolgern, dass der Kontakt zu bestimmten Matrixkomponenten fiir die Melanozyten-
Homoostase eine wichtige Rolle spielt, wobei der Einfluss auf Melanozytenfunktion und —
proliferation eher ein férdernder als ein hemmender zu sein scheint.

Die Fahigkeit der ECM, Apoptose zu unterdriicken, wurde flr unterschiedliche Zelltypen
beschrieben (Frisch und Francis, 1994), u.a. von Scott et al. (1997) fur Melanozyten unter
Fibronektin-Einfluss. In unseren Versuchen fihrte die Beschichtung der Kulturplatten mit
Laminin-1 zu einer héheren Toleranz der Melanozyten gegeniber UVB. Dies zeigte sich
an der im Vergleich zu unbeschichteten Kulturplatten bei visueller Abschatzung deutlich
geringeren Rate abgeldster Zellen 24 h p.i. Der Effekt war in geringerem Ausmalf3 auch
bei Fibronektin erkennbar. In der Literatur wurde der Einfluss von ECM auf die UV-
Toleranz von Melanozyten bislang nicht untersucht. Es findet sich lediglich eine
Untersuchung von Achambault et al. (1995), aus der hervorgeht, dass Melanozyten in
vitro unter UVB-Bestrahlung auf Dermis-Aquivalenten besser als Monolayer-Melanozyten
Uberleben, vor allem wenn sie in Ko-Kultur mit Keratinozyten wachsen. Der von uns
beobachtete Effekt einer erhéhten UV-Toleranz bei Lamininbeschichtung lasst sich, auf
die in vivo Situation Ubertragen, dahingehend interpretieren, dass die Bindung an die
extrazellulare Matrix der Basalmembran (Laminin-1) und, geringer ausgepragt auch an
dermale ECM (Fibronektin), bei Melanozyten zu einer erhdhten Apoptoseresistenz
gegenuber UV-Licht fuhrt. Dies ist tendenziell gut mit der in den zitierten Arbeiten (Ranson
et al, 1988, Mortarini et al, 1995) erwahnten proliferationsférdernden Wirkung von Laminin
(und Fibronektin) vereinbar. Schlagwortartig kdnnte man von Laminin als einem ,survival-
Faktor* fur Melanozyten sprechen. Auf die hierfir mdglicherweise verantwortlichen

Mechanismen wird weiter unten néher eingegangen.

4.3 Expression von Adhasionsmolektlen

4.3.1 Expression von melanozytaren Adhéasionsmolekul en

Unsere durchflusszytometrischen Messungen zeigten, dass alle Adhasionsmolekile mit
Ausnahme von N-Cadherin in unterschiedlichem Ausmaf® immunreaktiv waren. N-
Cadherin ist ein Adh&sionsmolekul, dass in der menschlichen Haut z.T. von Fibroblasten
und Endothelzellen exprimiert wird, nicht jedoch von Keratinozyten und Melanozyten.
Auch in vitro ist es in normalen Melanozyten negativ (Hsu et al., 1996). Die fehlende
Immunreaktivitat in unseren Untersuchungen bestétigt diese Ergebnisse. Von einigen

Autoren wurde die de-novo-Expression von N-Cadherin als bedeutsamer Schritt in der
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Melanomprogression beschrieben. Hierbei soll eine gleichzeitige Herunterregulation von
E-Cadherin wirksam sein (sog. E-Cadherin-/ N-Cadherin-switch), wobei die
Bindungspartner von N-Cadherin und die genauen Mechanismen nicht bekannt sind
(Herlyn et al.,, 2000; Hsu et al.,, 2000a). N-Cadherin wird in vitro von manchen
Melanomzelllinien exprimiert und ist gelegentlich auch in Melanomen in vivo nachweisbar
(Hsu et al., 1996; Krengel et al., 2004).

Die durchflusszytometrisch gemessene Immunreaktivitdat kann naherungsweise als Maf3
fur die Expression der Adhasionsmolekile auf der Zellmembran der Melanozyten gelten.
In unserer Untersuchung wird die Hohe der Expression durch den Prozentsatz der
immunreaktiven Zellen quantitativ ausgedrickt, wobei der Schwellenwert fur
Immunreaktivitat anhand von Negativkontrollen bestimmt wurde (ndheres siehe Abschnitt
2.4; Material und Methoden). Alternativ zur Angabe in ,Prozent der positiven Zellen* lasst
sich die Immunreaktivitat auch als ,mittlere Fluoreszenzintensitat® (MFI) ausdriicken. Die
Fluoreszenzintensitat reprasentiert die Anzahl der Antigenmolekile auf der
Zelloberflache. Diese Messgrolie ist insbesondere dann vorzuziehen, wenn ein Grof3teil
der Zellen Immunreaktivitat zeigt und daher die prozentuale Angabe keine Unterschiede
aufzeigen kann. Prinzipiell sind Prozentangaben und MFI voneinander abhangige
GroRRen. Mittlere Fluoreszensintensitaten wurden fir einen Teil der Messungen erganzend
zu den prozentualen Angaben berechnet (siehe Tab. 7.4 und 7.6 im Anhang).

Bei der Interpretation der durchflusszytometrischen Ergebnisse ist zu bericksichtigen,
dass Zellen, die im negativen Messbereich des Durchflusszytometers liegen, das
entsprechende Oberflichenmolekil nicht zwangsléaufig Uberhaupt nicht exprimieren,
sondern wahrscheinlich eine geringe Expression aufweisen, die unter der
Sensitivitdtsgrenze des jeweiligen Primarantikdrpers liegt. Mdgliche Unterschiede in der
Sensitivitat der verschiedenen Antikorper beeintrachtigt die Vergleichbarkeit zwischen den
Ergebnissen. Aus diesem Grund wahlten wir Primarantikérper, die nach
Herstellerangaben bereits fir die Durchflusszytometrie getestet sind und daher als

vergleichsweise sensitiv und verlasslich im Sinne der Fragestellung gelten dirfen.

4.3.2 Expression von melanozytdren Adhasionsmolekil en unter UVB-Bestrahlung
Die zunachst durchgefiihrten Messreihen mit einer Bestrahlungsdosis von 5 mJ/cm? UVB
zeigten 24 h p.. keine signifikanten Unterschiede in der Expression der
Adhasionsmolekile im Vergleich zu den unbestrahiten Kontrollen.

Uber den Einfluss von UV-Licht auf die Expression melanozytarer Adhasionsmolekiile ist
wenig bekannt. Neitmann et al. (1999) waren bislang die einzige Arbeitsgruppe, die die
Expression  melanozytarer  Integrine  unter  UV-Einfluss  untersuchten. In

immunzytochemischen und durchflusszytometrischen Untersuchungen ermittelten sie die
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Expression der Integrine a3B1, aVB3, a4pl, a5B1 und Bl unter UVA- und UVB-
Bestrahlung. Sie fanden eine leicht erhdhte Immunreaktivitdt eines a5B1-Integrin-
Antikorpers bei UVB 30 mJ/cm?, 48 h p.i., die vor allem immunzytochemisch darstellbar,
im FACS jedoch nicht signifikant war. Fur die anderen Integrine wurde in dieser Studie
durchflusszytometrisch  keine Anderung der Expression unter UVB-Bestrahlung
gemessen. Fir die Expression von E-Cadherin unter UV-Einfluss liegen lediglich zwei
Untersuchungen an Melanozyten vor, deren Ergebnisse sich jedoch widersprechen.
Seline et al (1996) fanden 24 h p.i. eine leicht reduzierte Expression, wahrend diese bei
Nakazawa et al. (1995a) unverandert blieb (jeweils 20 mJ/cm?, 24 h p.i.).

In einem nachsten Schritt testeten wir den Einfluss hoherer UVB-Dosen auf die
Expression. Bei 20 mJ/cm? UVB fand sich 24 h p.i. analog zu den Ergebnissen mit
niedrigerer Bestrahlungsdosis wiederum bei fast allen Adh&sionsmolekilen keine
signifikante Anderung der Expression. Als einziges der untersuchten Molekiile zeigte die
a6-Integrinuntereinheit nach Bestrahlung eine signifikante Herunterregulation. Dieser
Effekt war in mehreren Messungen durchgdngig reproduzierbar. Um die
Dosisabhangigkeit und Kinetik der a6-Regulation zu demonstrieren wurden dann
Messungen 12, 24 und 48 h p.i. mit 5, 10 und 20 mJ/cm? durchgefiihrt. Es zeigte sich,
dass a6 dosisabhéngig herunterreguliert wird und das die Herrunterregulation reversibel
ist. Allerdings war der Wiederanstieg der Expression nur bei 10 mJ/cm? nachweisbar, da
bei 20 mJ/cm? nach 48 h schon ein erheblicher Teil der Zellen abgelést war und der noch
vitale Anteil offenbar durch die Prozeduren (Trypsinieren, Immunfluoreszenzmarkierungen
mit  entsprechenden Zentrifugationsschritten) soweit geschadigt wurde, dass

durchflusszytometrisch keine verwertbaren Daten mehr erhoben werden konnten.

4.3.3 Expression von melanozytaren Adh&asionsmoleki len unter Einfluss
von Extrazellularmatrix

Der Kontakt von Melanozyten mit Komponenten der extrazellularen Matrix spielt eine
wichtige Rolle bei der Regulierung einer Vielzahl melanozytarer Funktionen (u.a. Einfluss
auf Morphologie, Pigmentbildung, Proliferation, s.0.). Dieser Kontakt wird gréf3tenteils
Uber membranstandige Rezeptoren fir Matrixmolekiile aus der Familie der Integrine
vermittelt. Um einen eventuellen Einfluss der ECM auf die Expression melanozytarer
Adhéasionsmolekiile zu untersuchen wurden die durchflusszytometrischen Messungen mit
Laminin-1- und Fibronektin-beschichteten Kulturplatten wiederholt. Hierbei zeigte sich
weder fiir unbestrahlte Melanozyten noch fir UVB-bestrahlte Melanozyten (5 mJ/cm?, 24

h p.i). ein signifikanter Einfluss der ECM-Beschichtung auf die Immunreaktivitat.
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Die signifikante Herunterregulation von a6-Integrin bei hoheren UVB-Dosen veranlasste
uns, einen moglichen Einfluss der ECM auf diesen Effekt zu untersuchen. Dabei
wendeten wir uns gezielt einer mdoglichen Rolle von Laminin zu. a6-Integrin ist als
Heterodimer mit B1-Integrin ein Lamininrezeptor. Die zelluldre Bindung an Laminin konnte
in Studien durch Antikérper gegen dieses Integrin blockiert werden (McClenic et al., 1989;
Sonnenberg et al., 1990; Hall et al., 1990, Delwel et al., 1994). Unsere Messungen mit
Laminin-1-beschichteten Kulturplatten zeigten eine signifikante Verzégerung und
Abschwachung der UV-induzierten Herunterregulation von a6-Integrin. Diese wurde bei
10 mJ/cm? erst nach 48 h p.i signifikant und war auch zu diesem Zeitpunkt noch deutlich
hoher als bei den unbeschichteten Kontrollen. Bei Bestrahlung mit 20 mJ/cm?® war die
Herunterregulation bereits nach 12 h signifikant, jedoch in erheblich geringerem Ausmali
als bei den unbeschichteten Kontrollen. 48 h p.i. entsprach die Expression von a6-Integrin
derjenigen von unbeschichteten Kontrollen nach 24 h, wobei die Melanozyten im
Gegensatz zu den unbeschichteten Kontrollen zu diesem Messzeitpunkt Gberwiegend in
einem guten Zustand waren und verwertbare Ergebnisse brachten. Dies deutet auf einen

protektiven Effekt von Laminin-1 auf UV-bestrahlte Melanozyten hin.

4.3.4 Einfluss einer Kokultur mit Keratinozyten auf die Expression melanozytarer
Adhasionsmolekile

Kokultur-Studien belegen die zentrale Bedeutung von Keratinozyten fir die melanozytare
Funktion und Differenzierung (De Luca et al, 1988a, b; Gordon et al., 1989, Haake und
Scott, 1991). 1993 zeigten Valyi Nagy et al., dass proliferierende Keratinozyten (basaler
Differenzierungstyp) die Proliferation, Morphologie und Antigen-Expression von
Melanozyten kontrollieren und dass diese Kontrolle durch direkte Zell-Zell-Kontakte
vermittelt wird. Ein Jahr spater wurde E-Cadherin als das Hauptadhasionsmolekil
zwischen Melanozyten und Keratinozyten ermittelt (Tang et al., 1994).

Auch zum Einfluss einer Kokultur auf die UV-Reaktion von Melanozyten gibt es
interessante Literaturstellen. So zeigen Melanozyten in Kokultur mit Keratinozyten nach
UVB-Bestrahlung einen deutlich stéarkeren Anstieg der Pigmentproduktion als in
Monokultur (Duval et al., 2001); Achambault et al (1995) zeigten, dass Melanozyten in
vitro unter UVB-Bestrahlung auf Dermis-Aquivalenten besser als Monolayer-Melanozyten
Uberleben, vor allem, wenn sie in Kokultur mit Keratinozyten wachsen.

Da sich Melanozyten und Keratinozyten in Kokultur durchflusszytometrisch nicht hatten
getrennt auswerten lassen, wahlten wir fir die Kokultur-Untersuchungen die Methode der
Immunzytochemie. Die im Verhdltnis 1:5 gemeinsam auf chamber-slides ausgesaten

Melanozyten und Keratinozyten wurden fir einige Tage bis zum Erreichen eines
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subkonfluenten Wachstums in Keratinozytenmedium mit unterschiedlicher molarer
Calciumkonzentration  kokultiviert (0,09 mM bzw. 1,5 mM). Bei niedriger
Calciumkonzentration, welche eher den Gegebenheiten in der epidermalen
Basalzellschicht entspricht, zeigen die Keratinozyten eine hohere Proliferation. Sie
verteilen sich dabei relativ gleichmaRig auf der Oberflache der Kulturschalen. Eine hohe
Calciumkonzentration bewirkt eine verstarkte Differenzierung, bei der sich die
Keratinozyten analog zu suprabasalen Epidermisschichten in plattenepithelialen
Verbanden zusammenlagern und dabei inselartige Gruppen bilden. Die Kokulturen
wurden auf den chamber-slides UVB-bestrahlt, wobei relativ hohe Dosen (20 mJ/cm?)
ohne nennenswerte Ablosung bzw. morphologisch erkennbare Schadigung der Zellen
toleriert wurden. Fur die immunzytochemischen Farbungen kamen dieselben
Primarantikorper wie fur die FACS- Analyse zum Einsatz. Der in der Durchflusszytometrie
verwendete Antikdrper gegen a6-Integrin war in der Immunzytochemie negativ. Da a6-
Integrin nach den durchflusszytometrischen Ergebnissen ein besonders interessantes
Antigen darstellt, wurden noch immunzytochemische Farbungen an Kokulturen mit
anderen a6-Integrin-Antikorpern durchgefiihrt (GoH3 [Abb. 3.24/3.25] und a6A [nicht
gezeigt]). Bei der Farbung mit GoH3 fand sich bei Methanol-Aceton-Fixierung ebenfalls
keine Immunreaktivitat; bei einer alternativ verwendeten Fixierung mit Formalin (4%)
zeigten die Keratinozyten eine deutlich positive membrantse Farbung (siehe Abb. 3.24
und 3.25), die Melanozyten waren jedoch erneut negativ. Vermutlich wird das durch die
jeweiligen Antikdrper erkannte Epitop in Melanozyten durch den Fixierungsprozess
maskiert. In nach Abschluss der in dieser Dissertation beschriebenen Experimente
durchgefuhrten weitergehenden Untersuchungen der Arbeitsgruppe war mit dem GoH3-
Antikbrper auch in Melanozyten eine Immunreaktivitdt, allerdings mit einem
fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorper, nachweisbar (Krengel et al., akzeptiert im
November 2004). Dies zeigt, dass es sich bei den geschilderten Ergebnissen um ein
methodisches Problem handelt. Daher kann aus den Ergebnissen keine Aussage zum
Einfluss einer Kokultur mit Keratinozyten abgeleitet werden. Im Vergleich mit der
Durchflusszytometrie, die durch prozentuale Angaben der Immunreaktivitit eine
gquantitative Auswertung der Ergebnisse ermdglichte, lieRen diese Farbungen jedoch
lediglich eine semiquantitative Differenzierung zu (fehlende, maRige oder starke
Expression). Insgesamt lieBen sich mit dieser Methode weder fir unterschiedliche
Calciumkonzentrationen noch fir die UVB-Bestrahlung deutliche Effekte auf die
Immunreaktivitat — aufzeigen. Der  Vergleich der Ergebnisse mit  den
durchflusszytometrischen Messungen zeigt folgende Unterschiede: Die Integrine a3, a5

und (1 =zeigten in den immunzytochemischen Féarbungen eine schwachere
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Immunreaktivitat als in der durchflusszytometrischen Messung. Auch die Immunreaktivitét
der Integrine a2 und aV sowie von E-Cadherin war in den immunzytochemischen
Farbungen etwas geringer. Die Melanozyten stellten sich sowohl in der
immunzytochemischen Farbung als auch in der Durchflusszytometrie negativ fur N-
Cadherin dar; auch ICAM-1 war in beiden Untersuchungsmethoden nur schwach positiv.
Melanozyten zeigten in der immunzytochemischen Féarbung eine mittlere Immunreaktivitat
fur B3-Integrin; in durchflusszytometrischen Messungen fanden wir eine geringere
Expressionsstarke. Fir diese Unterschiede konnten jedoch methodische Ursachen
verantwortlich sein, insbesondere ein Einfluss der Fixierung auf die Immunreaktivitat ist
denkbar.

4.4 Bedeutung von a6-Integrin in vivo

Welche Rolle spielt a6-Integrin in vivo? Wie bereits erwdhnt, handelt es sich bei a6p1-
Integrin um einen Lamininrezeptor. Laminin ist ein Basalmembran- Glykoprotein, das sich
aus drei Polypeptiduntereinheiten (a, B und y) zusammensetzt (Chung et al., 1979; Timpl
et al., 1979, 1989; Sasaki et al., 1988). Untersuchungen mit proteolytischen Fragmenten
des Laminins zeigten, dass insbesondere der endstandige Teil des langen Arms des
kreuzférmigen Laminin-Molekils, Fragment E8, fiir die Bindung an Integrinrezeptoren von
Zellen verantwortlich ist (Aumailley et al., 1987; Goodman et al., 1987). Durch Variation
der Aminosauresequenzen der a-, - und y-Untereinheiten entstehen verschiedene
Laminin-lsoformen. In der epidermalen Basalmembran liegt Laminin in den Isoformen 1
(Laminin-1: a;B.y1) und 5 (Laminin-5: asPsy.) vor (Sollberg et al., 1992; Burgeson, 1996).
Durch Simulation der Basalmembran- Bildung in vitro konnte gezeigt werden, dass
Laminin-5 hierbei von Keratinozyten produziert wird, wahrend Laminin-1 Uberwiegend von
Fibroblasten der dermalen Seite der Basalmembran beigesteuert wird (Fleischmajer et al.,
1998). Laminin-Bindung von Zellen ist prinzipiell méglich tUber die Integrine alpl, a2p1,
a3p1, a6pB1 und a6B4 (Wayner und Carter, 1987; Gehlsen et al., 1988, 1989; Ignatius und
Reichardt, 1988; Sonnenberg et al, 1988a; Languino et al., 1989; Turner et al., 1989;
Elices und Hemler, 1989; Tomaselli et al., 1990). Hiervon wurden a3p1- und a6B1-Integrin
auf Melanozyten nachgewiesen (Zambruno et al, 1991, 1993). Fur a6B1-Integrin ist kein
weiterer Bindungspartner bekannt, es handelt sich offenbar um einen spezifischen
Laminin-Rezeptor. Die Laminin-bindenden Integrine a3Bf1 und a6B1 besitzen
unterschiedliche Affinitdten zu den Laminin-Isoformen: a3(B1 bindet Uberwiegend an
Laminin-5 (Carter et al., 1991; Rouselle und Aumailley, 1994), wahrend a6B1 an beide

Laminin-lsoformen binden kann (Delwel et al., 1994). Die a6-Untereinheit kommt auch als
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Heterodimer mit B4-Integrin vor (Sonnenberg et al., 1988b; Hemler et al., 1989; Kajiji et
al.,, 1989). a6p4-Integrin wird von den meisten epithelialen Zellen, z.B. Keratinozyten,
exprimiert und ist ein wesentlicher molekularer Bestandteil von Hemidesmosomen.
Integrine als zellulare Rezeptoren fur ECM-Molekile dienen zum einen der Adhasion,
zum anderen der Signaliibertragung. Bei einer Ubertragung unserer Ergebnisse auf die in
vivo-Situation konnte die Herunterregulation von a6-Integrin in beiderlei Hinsicht von
Bedeutung sein. Zunachst zur Adhéasion: Es ist bislang nicht eindeutig geklart, welche
molekulare Verbindung in vivo zwischen der Basalmembran und den ihr aufsitzenden
Melanozyten besteht. Aufgrund der in der Einleitung zitierten Untersuchungen scheint
jedoch eine Interaktion Uber die Laminin-bindenden Integrine a3pB1 und a6B1 sowie evtl.
Uber das auch an Kollagen-1V bindende Integrin a2p1 wahrscheinlich. Sollte die von uns
in vitro nachgewiesene a6-Integrin-Regulation auch in vivo wirksam sein, so dirfte dies zu
einer UV-induzierten Abschwéchung der Adharenz der Melanozyten an der
Basalmembran fihren. Dies kdnnte zu dem unter UV-Einfluss beobachteten Aufsteigen
melanozytarer Einzelzellen innerhalb der Epidermis in melanozytaren Navi beitragen
(Tronnier et al., 1995). Es ist vorstellbar, dass die verstarkte epidermale Proliferation die
in ihrer Verankerung gelockerten Melanozyten nach oben, in suprabasale Zellschichten,
~mitreil3t“. Gegen ein solches Modell spricht allerdings, dass in normaler Haut nach UV-
Bestrahlung (z.B. bei einem Sonnenbrand) keine suprabasalen Melanozyten erkennbar
sind. Moglicherweise wird die durch a6-Integrin-Herunterregulation gelockerte Bindung
kompensiert durch die Verankerung Uber die anderen o0.g. Basalmembran-bindenden
Integrine sowie Uber die E-Cadherin-vermittelte interzellulare Bindung an Keratinozyten
(Tang et al.,, 1994; Hsu et al., 2000b). Dariber hinaus kénnte der UV-Effekt der
Herunterregulation von a6-Integrin gemafd unserer Ergebnisse zum protektiven Einfluss
von Laminin in vivo durch Basalmembran- Bindung ohnehin abgeschwacht sein.

Es ist bekannt, dass Integrine Uber ihre Eigenschaft als Adhasionsmolekil hinaus eine
auRRerordentlich wichtige Rolle in der Signallibertragung spielen (Juliano und Haskill,
1993). Eine gesttrte Basalmembran-interaktion epithelialer Zellen kann zur Apoptose
fuhren. Dieser spezielle Weg in die Apoptose wird als Anoikis bezeichnet (Frisch und
Francis, 1994). Bei intakter Basalmembran-interaktion fungiert offenbar auf zellularer
Seite eine gegenseitige Beeinflussung (,crosstalk®) zwischen Integrinen und
Wachstumsfaktor-Rezeptoren als survival-Signal, vermutlich Gber eine intrazellulare
Aktivierung des ras-Onkogens (Frisch und Screaton, 2001). Ist diese Interaktion durch
Zellablésung gestort (,detachment), resultiert apoptotischer Zelltod, der bei Entstehung
infolge gestorter Zellverankerung auch als ,Ankoisis* bezeichnet wird. Denkbar ist, dass

dieser Mechanismus auch durch Herunterregulation einzelner Integrin-Untereinheiten
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ausgelost werden kann. Interessanterweise wurde fir verschiedene Zelltypen
(Mammaepithelzellen, Fibroblasten, Oligodendrozyten) insbesondere die Interaktion
zwischen Laminin und a6-Integrin als entscheidender Survival-Faktor beschrieben (Lin
und Bertics, 1995; Farrelly et al., 1999; Corley et al., 2001). Diese Tatsache lasst die UV-
induzierte spezifische Regulation der a6-Integrin-Untereinheit in Melanozyten in einem
interessanten Licht erscheinen. Melanozyten sind in vitro resistenter gegen UV-induzierte
Apoptose als Keratinozyten (Bowen et al.,, 2003). Mdglicherweise ist hierflr eine in
Melanozyten erhthte Expression des antiapoptotischen Proteins bcl-2 verantwortlich
(Plettenberg et al.,1995). Des Weiteren ist bekannt, dass Zellen wahrend der DNA-
Synthese (S-Phase der Mitose) empfindlich fir Apoptose sind. Hierin mag ein weiterer
Erklarungsansatz liegen (Danno und Horio, 1987), da basale Keratinozyten einem regen
Zellzyklus unterliegen, wahrend Melanozyten in vivo nur als Reaktion auf exogene Stimuli
wie UV-Bestrahlung oder wéhrend des Wundheilungsprozess proliferieren (Valyi Nagy et
al., 1993). UV-Resistenz ist fur Melanozyten zur Erfillung ihrer nattrlichen Funktion (UV-
Schutz) wichtig. Unsere Ergebnisse legen nahe, dass die Laminin-Bindung die
Melanozyten in vivo bis zu einem gewissen Grad vor UV-induzierter Apoptose schiitzt, es
jedoch unter dem Einfluss hoherer UV-Dosen (wie sie z.B. bei einem Sonnenbrand
wirksam sind) auch in Melanozyten zu einer gestdrten Basalmembran-Interaktion mit der
Folge des Zelltodes kommt. Lamininbindung und a6-Integrin-Regulation kdnnten somit
eine wichtige Rolle bei der Balance zwischen Aufrechterhaltung der Melanozytenfunktion
und Schutz vor UV-induzierter Karzinogenese spielen.

Sowohl melanozytdre Navi als auch Melanome zeigen immunhistochemisch
normalerweise sowohl a6-Integrin- als auch Laminin-Expression (Schaumburg- Lever et
al., 2000). In fortgeschrittenen, invasiven Melanomen nimmt die Expression von a6-
Integrin tendenziell ab und auch die Lamininexpression wird unregelmafiger (Albelda et
al., 1993; Schadendorf et al., 1993; Van Duinen et al., 1994; Moretti et al., 1993). In vitro
konnte dagegen in metastasierten Melanomzelllinien eine starkere Expression von a6-
Integrin im Vergleich zu weniger aggressiven Melanomzelllinien gezeigt werden (Van
Muijen et al., 1995; Ziober et al., 1999). Moglicherweise wird auch von melanozytaren
Tumoren die a6-Laminin-Interaktion als survival-Faktor genutzt, wie dies flr andere
Malignome (Pankreas- und Leberzell-Karzinom) beschrieben wurde (Nejjari et al, 1999;
Sawai et al, 2003). Im Verlauf der Melanomprogression kénnten die Melanomzellen von
diesem survival-Faktor dann z.B. durch Produktion anderer, autokriner
Wachstumsfaktoren zunehmend unabhéngig werden. Eine intratumorale Heterogenitat
der Expression von Adhasionsmolekillen kdnnte dartiber hinaus zu einer verbesserten

Adaptationsfahigkeit an die Umgebungsbedingungen fihren.
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SchlieBlich ist denkbar, dass die UV-induzierte Herunterregulation von a6-Integrin in
Melanozyten eine Bedeutung fir initiale Schritte der Tumorpathogenese hat. Von Ingber
(2002) wurde die Hypothese aufgestellt, dass bei gestérter Basalmembran-Interaktion, die
Uber einen langeren Zeitraum bzw. wiederholt auftritt, spontan Zellen entstehen kdnnten,
die verankerungsunabhéangig lebensfahig sind. Der Hypothese zufolge entwickeln sich
solche Zellen mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit Uber klonale Expansion zu
epithelialen Tumoren. In diesem Sinne kdnnten auch bei intermittierender, starker UV-
Exposition (Sonnenbrénde) Melanozyten selektioniert ~ werden, die Zu
verankerungsunabhangigem Uberleben und Wachstum féhig sind. Die epidemiologischen
Beobachtungen beziiglich der Rolle intermittierender Sonnenexposition bei der solaren
Navogenese und der Melanomentstehung waren gut mit diesem Modell in Einklang zu
bringen. Eine Voraussetzung zur Ausbildung der Fahigkeit, verankerungsunabhangig zu
Uberleben, ware die autokrine Produktion von Wachstumsfaktoren. Ein wichtiger Kandidat
hierfir ist FGF-2, ein autokriner Wachstumsfaktor, der nicht von Melanozyten, jedoch
sowohl von Navi als auch von Melanomen regelmaRig exprimiert wird (Halaban et al.,
1988a; Reed at al., 1994; Alanko et al., 1999). Meier et al (2003) untersuchten den Effekt
einer experimentell induzierten Expression von FGF-2 in Melanozyten in einem Haut-
Organkulturmodell. Diese fuhrte zu zytologischen Atypien, intraepidermalem Aufsteigen
und Clusterbildung und wies damit ein &hnliches histologisches Bild wie friihe
Melanomstadien auf. Selbstverstandlich sind diese Betrachtungen spekulativ. Sie zeigen
jedoch, wie sich unsere Ergebnisse tber melanozytdre Adhasionsmolekiile bzw. deren
Anderung unter UV-Einfluss in pathogenetische Szenarien integrieren lassen, deren

Gultigkeit in weiterfiihrenden Untersuchungen zu tberprfen ist.
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45 Ausblick

Die hier prasentierten Ergebnisse ertffnen einige interessante Perspektiven, werfen aber
noch mehr Fragen auf, die im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr bearbeitet werden
konnten. Zunéchst ware es erforderlich, die Auswirkung von héheren UVB-Dosen auf
Melanozyten genau zu charakterisieren und quantitativ zu erfassen. Im Rahmen eines
Apoptose-Assays sollte hierzu die Expression von Apoptose- Markern (z.B. AnnexinV) auf
der Zelloberflache durchflusszytometrisch bestimmt werden. Auch muss die Kinetik der
a6-Integrin-Regulation weitergehend untersucht werden: Hierbei sollten sowohl die
Konzentrationen der Lamininbeschichtung variiert werden als auch der Einfluss weiterer
Matrixbeschichtungen wie Fibronektin und Kollagen | und IV untersucht werden. Auch fur
langere Zeitintervalle (72 h, 96 h p.i.) sollte die a6-Integrin-Expression bestimmt werden.
Die funktionelle Bedeutung der a6-Integrin-Regulation fir die Adhéarenz von Melanozyten
an Laminin kann durch photometrische Messungen demonstriert werden (attachment-
assay). In derartigen Untersuchungen konnte auch die Bedeutung -einzelner
Oberflachenmolekile fir die Adharenz naher bestimmt werden, indem blockierende
Antikorper, die gegen die jeweils zu messende Integrin-Untereinheit gerichtet sind, zum
Einsatz kommen. Offen bleibt auch die Frage, ob in anderen Zelltypen (Keratinozyten,
Melanomzellen) oder aber in Melanozyten unterschiedlicher Hauttypen eine UV-induzierte
a6-Integrin-Regulation nachweisbar ist. Schlie3lich ist zu klaren, welcher Mechanismus
zur Herunterregulation der a6-Integrin-Untereinheit fihrt: Handelt es sich hierbei um eine
Regulation auf Protein- bzw. mRNA-Ebene? Welche Bedeutung hat der in vitro
beobachtete Effekt in vivo? Zur Anndherung an diese Frage waren UV-Bestrahlungen an
Haut-Organkulturmodellen denkbar, evtl. auch immunhistologische Untersuchungen an
Biopsaten aus UV-bestrahlter Haut.

Die Aufklarung von zellularen Mechanismen eréffnet in vielen Fallen auch Méglichkeiten
zur therapeutischen Intervention. In diesem Zusammenhang ware es beispielsweise
denkbar, dass die Beeinflussung der a6-Laminin-Interaktion auch einen potentiellen Anti-
Tumor-Mechanismus darstellt. Entsprechende, allerdings noch ausgesprochen
experimentelle Bestrebungen, wurden bereits fir das Kolonkarzinom beschrieben
(Chakrabarty et al., 2001).
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5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung des Einflusses von UVB-Licht auf
melanozytare Adhasionsmolekile (a2-, a3-, a5-, a6-, aV-, Bl-, B3-Integrin, E-, N-
Cadherin, ICAM-1) in vitro. Die Bestrahlung mit UVB fihrte in Melanozyten zu
dosisabhangigen Effekten. Bei einer Dosis von 5 mJ/cm? UVB zeigten sich 24 h p.i. in
durchflusszytometrischen Messungen keine signifikanten Unterschiede in der Expression
der Adhasionsmolekiile im Vergleich zu unbestrahlten Kontrollen. Bei 20 mJ/cm? UVB
fand sich 24 h p.. unter allen Adhasionsmolekilen lediglich bei der a6-Integrin-
Untereinheit eine signifikante Herunterregulation, die in weiteren Messreihen als
dosisabhéngig und reversibel charakterisiert werden konnte.

Zur Untersuchung des Einflusses der Zell-Matrix-Interaktion wurden die gleichen
Messungen mit Melanozyten durchgefiihrt, die auf ECM-beschichteten Kulturplatten
(Laminin-1, Fibronektin) kultiviert und bestrahlt wurden. Auch hierbei zeigten sich keine
signifikanten Effekte bei Bestrahlungsdosen von 5 mJ/cm® UVB. In Melanozyten, die auf
Laminin-1-beschichteten Kulturplatten kultiviert wurden, war die UV-induzierte
Herunterregulation von a6-Integrin jedoch deutlich abgeschwéacht und verzogert.
AuRerdem fiihrte die Lamininbeschichtung zu einer erhéhten Bestrahlungsresistenz der
Melanozyten.

In immunhistochemischen Farbungen wurde der Einfluss von direkten Zell-Zell-Kontakten
in einem Kokulturmodell mit Keratinozyten untersucht. Bei diesen Untersuchungen waren
24 h p.i. mit Bestrahlungsdosen von 20 mJ/cm? die in den FACS-Analysen erzielten
Messergebnisse fur die Mehrzahl der Antikdrper reproduzierbar, ohne dass sich ein

Einfluss der Kokultur auf die Expression melanozytarer Adhasionsmolekile zeigen liel3.

Die vorgestellten Ergebnisse demonstrieren den Einfluss von UVB-Licht auf die
Expression melanozytarer Adhasionsmolekile und zeigen insbesondere, dass die a6-
Integrin-Untereinheit durch UVB herunterreguliert wird. Die Bindung der Melanozyten an

Laminin-1 repréasentiert einen UV-protektiven Mechanismus.
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7.1 Melanozyten (unbeschichtete Kulturplatten), unb

estrahlt vs. UVB 5mJ/cm 2

a2-Integrin a3-Integrin a5-Integrin a6-Integrin aV-Integrin

Messung unbestrahlt | bestrahlt | unbestrahlt | bestrahlt | unbestrahlt | bestrahlt | unbestrahlt | bestrahlt | unbestrahlt | bestrahlt
1 35,40% 34,90% 99,80% 99,80% 97,80% 99,30% 93,40% 96,50% 49,90% 49,90%
2 35,90% 34,10% 99,00% 99,30% 97,30% 96,40% 94,50% 90,90% 66,30% 72,80%
3 53,00% 57,80% 98,90% 98,90% 97,10% 97,40% 96,10% 95,70% 40,60% 49,80%
4 60,30% 65,30% 70,50% 74,90%
5 59,70% 59,60% 41,30% 36,30%
6 58,70% 40,60% 48,80% 40,10%
X 50,50% 48,72% 99,23% 99,30% 97,40% 97,70% 94,67% 94,36% 52,90% 53,97%
s 11,79% 13,76% 0,49% 0,50% 0,36% 1,47% 1,36% 3,03% 12,66% 16,31%

B1-Integrin B3-Integrin E-Cadherin N-Cadherin ICAM-1

Messung unbestrahlt | bestrahlt | unbestrahlt | bestrahlt | unbestrahlt | bestrahlt | unbestrahlt | bestrahlt | unbestrahlt | bestrahlt
1 99,60% 99,80% 29,10% 25,00% 97,20% 97,80% 1,04% 1,40% 38,60% 44,00%
2 98,50% 98,70% 20,70% 17,40% 96,30% 98,30% 1,37% 1,37% 36,30% 39,20%
3 95,80% 96,70% 17,80% 21,90% 96,10% 85% 1,64% 1,85% 38,00% 49,70%
4 20,60% 24,80% 93,50% 95,50% 39,00% 39,90%
5 16,10% 28,50% 84,40% 83,90% 46,80% 57,10%
6 14,20% 12,40% 79,20% 82,20% 59,10% 64,00%
X 97,97% 98,40% 19,75% 21,67% 91,12% 90,45% 1,35% 1,54% 42,97% 48,93%
S 1,96% 1,57% 5,23% 5,86% 7,50% 7,51% 0,30% 0,27% 8,71% 9,95%

Angaben in % der immunreaktiven Zellen bei durchflusszytometrischer Messung
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7.2 Melanozyten auf Fibronektin- Beschichtung, unbe

strahlt vs. UVB 5mJ/cm 2

a2-Integrin a3-Integrin a5-Integrin a6-Integrin aV-Integrin
Messung unbestrahlt | bestrahlt | unbestrahlt | bestrahlt | unbestrahlt | bestrahlt | unbestrahlt | bestrahlt | unbestrahlt | bestrahlt
1 74,80% 77,70% 99,80% 99,60% 94,30% 94,70% 96,40% 96,00% 47,00% 77,30%
2 23,60% 53,30% 99,80% 99,50% 97,00% 95,70% 95,30% 90,40% 77,30% 83,90%
3 26,80% 47,80% 99,50% 99,40% 97,40% 98,00% 97,20% 96,90% 66,40% 54,30%
4 69,30% 63,20% 74,00% 73,00%
5 36,80% 44,50% 18,80% 16,50%
6 46,60% 44,70% 45,80% 46,10%
X 46,32% 55,20% 99,70% 99,50% 96,23% 96,13% 96,30% 94,43% 54,88% 58,52%
s 21,57% 13,06% 0,17% 0,10% 1,69% 1,69% 0,95% 3,52% 22,12% 25,08%
B1-Integrin B3-Integrin E-Cadherin N-Cadherin ICAM-1
Messung unbestrahlt | bestrahlt | unbestrahlt | bestrahlt | unbestrahlt | bestrahlt | unbestrahlt | bestrahlt | unbestrahlt | bestrahlt
1 82,80% 99,90% 11,40% 22,50% 63,20% 74,80% 0,80% 0,79% 36,00% 46,20%
2 99,60% 99,60% 13,80% 18,80% 92,40% 96,40% 1,13% 1,90% 55,10% 67,10%
3 98,80% 97,70% 23,50% 17,30% 95,10% 92,20% 1,06% 1,19% 51,10% 46,90%
4 18,40% 22,70% 90,40% 83,20% 43,80% 43,90%
5 12,90% 8,97% 80,20% 77,30% 46,00% 58,40%
6 13,60% 17,10% 64,30% 67,80% 67,00% 78,20%
X 93,73% 99,07% 15,60% 17,90% 80,93% 81,95% 1,01% 1,29% 49,83% 56,78%
S 9,48% 1,19% 4,53% 5,02% 14,24% 10,85% 0,17% 0,56% 10,64% 13,74%

Angaben in % der immunreaktiven Zellen bei durchflusszytometrischer Messung

ONVHNY

T.



7.3 Melanozyten von Laminin-1-Beschichtung, unbestr

ahlt vs. UVB 5mJ/cm 2

a2-Integrin a3-Integrin a5-Integrin a6-Integrin aV-Integrin

Messung unbestrahlt | bestrahlt | unbestrahlt | bestrahlt | unbestrahlt | bestrahlt | unbestrahlt | bestrahlt | unbestrahlt | bestrahlt
1 41,10% 66,10% 99,10% 99,60% 97,80% 96,10% 90,90% 94,20% 78,60% 79,50%
2 58,80% 74,90% 99,90% 98,70% 73,60% 99,00% 78,20% 97,40% 81,70% 71,40%
3 58,30% 56,80% 99,90% 99,70% 99,70% 99,40% 99,30% 98,20% 79,10% 76,00%
4 63,60% 67,80% 78,10% 82,20%
5 42,40% 36,60% 15,60% 20,90%
6 49,50% 38,00% 45,50% 47,30%
X 52,28% 56,70% 99,63% 99,33% 90,37% 98,17% 89,47% 96,60% 63,10% 62,88%
s 9,35% 16,10% 0,46% 0,55% 14,55% 1,80% 10,62% 2,12% 26,96% 24,08%

B1-Integrin B3-Integrin E-Cadherin N-Cadherin ICAM-1

Messung unbestrahlt | bestrahlt | unbestrahlt | bestrahlt | unbestrahlt | bestrahlt | unbestrahlt | bestrahlt | unbestrahlt | bestrahlt
1 100,00% 99,70% 14,40% 14,70% 87,80% 71,20% 0,60% 0,53% 57,30% 54,60%
2 99,50% 99,00% 50,90% 54,10% 98,10% 88,50% 0,68% 0,60% 50,80% 55,30%
3 99,90% 99,60% 19,80% 19,70% 92,50% 87,90% 2,16% 1,36% 49,30% 51,60%
4 18,90% 23,60% 84,30% 79,90% 52,20% 55,10%
5 10,20% 12,40% 80,50% 80,80% 44,10% 52,30%
6 11,30% 16,70% 53,30% 75,60% 60,20% 71,60%
X 99,80% 99,43% 20,92% 23,53% 82,75% 80,65% 1,15% 0,83% 52,32% 56,75%
S 0,26% 0,38% 15,19% 15,48% 15,69% 6,78% 0,88% 0,46% 5,76% 7,43%

Angaben in % der immunreaktiven Zellen bei durchflusszytometrischer Messung
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7.4 Melanozyten (unbeschichtete Kulturplatten), unb
(Die Ergebnisse fur a6-Integrin sind in Tab. 7.5 gesondert dargestellt)

estrahlt vs. UVB 20mJ/cm 2

a2-Integrin a3-Integrin a5-Integrin aV-Integrin
% positiver Zellen  MFI % positiver Zellen  MFI % positiver Zellen  MFI % positiver Zellen  MFI
Messung | unbestrahlt | bestrahlt unbestrahlt | bestrahlt unbestrahlt | bestrahlt unbestrahlt | bestrahlt
1 60,80% | 48,30% |1,13| 98,80% | 99,30% [1,25( 91,90% | 93,80% |0,94| 73,80% | 61,80% (1,21
2 57,80% (0,97 99,80% (1,21 94,60% (0,91 66,30% [1,11
3 53,70% [1,04 99,70% (1,28 95,00% (0,92 61,60% [1,23
X 53,27% |1,05 99,60% |1,25 94,47% 10,92 63,23% |1,18
s 4,77% (0,08 0,27% |0,04 0,61% [0,02 2,66% [0,06
B1l-Integrin B3-Integrin E-Cadherin N-Cadherin ICAM-1
% positiver Zellen MFI | % positiver Zellen MFI % positiver Zellen  MFI % positiver Zellen  MFI % positiver Zellen  MFI
Messung | unbestrahlt | bestrahlt unbestrahlt | bestrahlt unbestrahlt | bestrahlt unbestrahlt | bestrahlt unbestrahlt | bestrahlt
1 83,60% | 82,50% (0,98 10,70% | 11,80% |0,76] 89,00% | 86,40% (1,16 0,86% 0,63% [1,25| 32,40% 34% 0,96
2 87,90% |0,87 17,00% |0,60 87,80% |1,01 0,41% [6,25 32,70% | 0,96
3 75,80% (1,13 14,10% (0,67 83% 1,21 0,58% (1,47 34,90% (0,92
X 82,07% |0,99 14,30% |0,68 85,83% |1,13 0,54% [2,99 33,73% | 0,95
s 6,06% [0,13 2,61% [0,08 2,30% [0,10 0,12% |2,83 1,11% |0,02

MFI = (Mnxunbestrahlt - Mnxlsotypkontrolle) / (Mnxbestrahlt - Mnxlsotypkontrolle)
MFI: mittlerer Fluoreszenzindex
MnX: mittlere Fluoreszenz
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7.5 a6-Integrin-Expression auf Melanozyten

7.5.1 unbeschichtete Kulturplatten

Messung unbestrahlt UVB 10 mJ/cm 2 UVB 20 mJ/cm 2
12 h p.i. 24 h p.i. 48 h p.i. 12 h p.i. 24 h p.i. 48 h p.i. 12 h p.i. 24 h p.i. 48 h p.i.
1 94,70% 91,70% 93,00% 82,60% 59,50% 89,10% 67,00% 28,80%
2 95,00% 90,70% 91,30% 81,60% 63,40% 89,60% 65,90% 20,90% keine
3 95,20% 91,60% 91,00% 78,80% 67,80% 89,30% 71,30% 15,60% Messung
X 94,97% 91,33% 91,77% 81,00% 63,57% 89,30% 68,07% 21,60% _|durchfthrbar
S 0,25% 0,55% 1,08% 1,97% 4,15% 0,25% 2,85% 6,37%
7.5.2 Laminin-1-Beschichtung
Messung unbestrahlt UVB 10 mJ/cm 2 UVB 20 mJ/cm 2
12 h p.i. 24 h p.i. 48 h p.i. 12 h p.i. 24 h p.i. 48 h p.i. 12 h p.i. 24 h p.i. 48 h p.i.
1 98,20% 99,70% 96,30% 96,80% 95,70% 90,60% 93,70% 90,10% 26,00%
2 98,00% 99,90% 95,90% 96,20% 98,80% 93,20% 92,80% 86,70% 21,80%
3 97,90% 99,60% 94,60% 96,00% 98,10% 92,50% 93,00% 85,90% 21,90%
X 98,03% 99,73% 95,60% 96,30% 97,53% 92,10% 93,17% 87,57% 23,23%
S 0,15% 0,15% 0,89% 0,42% 1,63% 1,35% 0,47% 2,23% 2,40%

Angaben in % der immunreaktiven Zellen bei durchflusszytometrischer Messung
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7.6 a6-Integrin-Expression auf Melanozyten

7.6.1 unbeschichtete Kulturplatten

mittlerer Fluoreszenzindex [MFI]

Messung UVB 10 mJd/cm ? UVB 20 mJ/cm 2
12 h p.i. 24 h p.i. 48 h p.i. 12hp.i 24 h p.i. 48 h p.i.
1 1,45 1,95 1,04 2,02 3,29
2 1,45 1,69 1,04 2,05 3,60 Messung
3 1,95 1,63 1,07 2,29 4,33 nicht
X 1,62 1,76 1,05 2,12 3,74  |durchfuhrbar
S 0,29 0,17 0,02 0,15 0,44
7.6.2 Laminin-1-Beschichtung
Messung UVB 10 mJd/cm ? UVB 20 mJ/cm 2
12 h p.i. 24 h p.i. 48 h p.i. 12 h p.i. 24 h p.i. 48 h p.i.
1 1,41 2,21 1,04 1,82 2,43 8,93
2 1,46 1,70 0,88 1,78 2,61 11,04
3 1,46 1,29 0,83 1,72 2,84 8,96
X 1,44 1,73 0,92 1,77 2,63 9,64
S 0,03 0,46 0,11 0,05 0,21 1,21

MFI = (Mnxunbestrahlt - Ivmxlsotypkon'(rolle) / (Mnxbestrahlt - Mnxlsotypkontrolle)

MFI: mittlerer Fluoreszenzindex

MnX: mittlere Fluoreszenz
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