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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Das maligne Melanom ist eine Tumorerkrankung, die von den pigmentproduzierenden
Melanozyten ausgeht und sich in erster Linie an der Haut manifestiert. Wihrend bei
frithzeitiger Diagnostik eine Tumorexzision im Gesunden mdglich ist, weist das maligne
Melanom bei eingetretener Metastasierung eine zumeist infauste Prognose auf. Um effektive
Therapiestrategien zu entwickeln, ist es wichtig, die Mechanismen zu verstehen, die eine
Proliferation humaner Melanozyten und Melanomzellen fordern. Die Mechanismen der
Tumorentstehung schlieBen Wachstumsfaktoren ein, zu denen unter anderem Histamin zdhlt.
Histamin als ein biogenes Amin, das im menschlichen Organismus als Vermittler von
Entziindungsreaktionen, als Gewebshormon und Neurotransmitter wichtige Funktionen
erfillt, vermittelt seine Effekte iiber vier G-Protein-gekoppelte Histamin-Rezeptoren (H;R,
H,R, H3R, H4R).

Anhand von Melanomzellen konnte bereits das Vorhandensein von Histamin-Rezeptoren
sowie die Expression des Histamin-synthetisierenden Enzyms, der L-Histidin-Decarboxylase,
nachgewiesen werden. Experimentelle Studien legen auBlerdem nahe, dass Melanomzellen
Histamin produzieren und sich durch die Histamin-Abgabe in das umgebende Tumorgewebe
auf autokrinem und parakrinem Weg beeinflussen. Eine Wirkung von Histamin ist die
Proliferationssteigerung von Melanomzellen vorrangig liber den H,R. Demgegeniiber wird
dem H;R eine Hemmung der Proliferation zugeschrieben und iiber den H3;R konnte keine
Proliferationsbeeinflussung nachgewiesen werden. Welche Rolle jedoch dem H4R im
Wachstumsverhalten von Melanomzellen zukommt, konnte bisher nicht ausreichend gekléart
werden.

Ziel dieser Arbeit war der Nachweis einer autonomen Histamin-Produktion der vier
Melanomzelllinien Mel Ei, Mel G, A375 und A2058 sowie der Nachweis einer
Proliferationsbeeinflussung dieser Zelllinien durch Eingriff in den Histamin-Synthese bzw.
den Histamin-Signalweg. Es erfolgte zunichst die Analyse der Rezeptorexpression mittels
Endpunkt-PCR. AnschlieBend wurde mittels Durchflusszytometrie und Western-Blot das
Histamin-synthetisierende Enzym, die L-Histidin-Decarboxylase, nachgewiesen sowie im
ELISA eine basale Histamin-Sekretion liberpriift. Um den Proliferationseinfluss von Histamin
auf die vier Melanomzelllinien zu testen, wurden Proliferationstests mit externer Histamin-
Stimulation, mit Hemmung der L-Histidin-Decarboxylase und dem Hj-Rezeptorantagonisten

INJ7777120 durchgefiihrt. Bei Hemmung der L-Histidin-Decarboxylase wurde nicht nur der
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Proliferationseinfluss getestet, es wurde ebenso die 72-stiindige Auswirkung auf die
Histamin-Sekretion mittels ELISA tiberpriift.

Folgende Ergebnisse demonstrieren eine Beeinflussung von Melanomzellen durch Eingriff in
den Histamin-Synthese und -Signalweg: Bei den Zelllinien Mel Ei, A375 und A2058 konnte
die mRNA-Expression aller vier Histaminrezeptoren nachgewiesen werden. Die Zelllinie
Mel G exprimierte nur die mRNA des H,R. Die L-Histidin-Decarboxylase wurde von allen
vier Zelllinien auf Protein-Ebene exprimiert. Ebenso war eine basale Histamin-Sekretion
nachweisbar, die nur bei den Zelllinien Mel Ei und A375 durch HDC-Hemmung signifikant
abnahm. Im Proliferationstest zeigten alle Zelllinien unter Histamin-Stimulation mit 10nM
eine  Proliferationssteigerung. Eine Hemmung der L-Histidin-Decarboxylase im
Proliferationstest fithrte jedoch nur bei der Zelllinie Mel G zu einer signifikanten
Wachstumshemmung. Nach Antagonisierung des H4R durch JNJ7777120 war keine
Auswirkung auf die autonome Proliferation zu erkennen. Unter gleichzeitiger Histamin-
Stimulation (10nM) und Hy-Rezeptorantagonisierung durch 10uM JNJ7777120 sank die
Proliferation signifikant bei den Zelllinien Mel Ei, A375 und A2058.

In der vorliegenden Arbeit konnte mit dem Nachweis der L-Histidin-Decarboxylase, der
basalen Histamin-Sekretion und der mRNA-Expression der Histamin-Rezeptoren gezeigt
werden, dass Melanomzellen nicht nur zur autonomen Histamin-Produktion in der Lage sind,
sondern die Voraussetzungen einer autokrinen und parakrinen Beeinflussung umgebender
Zellen erfiillen. Es gelang auflerdem der Nachweis, dass Histamin in Konzentrationen, die die
autonome Histamin-Sekretion durch die Melanomzellen {iibersteigt, iiber den H,R eine
Proliferationssteigerung bewirkt. Dagegen scheint Histamin unter autonomen Bedingungen,
nur einen geringen Einfluss auf das Proliferationsverhalten zu haben, wie die fehlende
Proliferationshemmung von drei Zelllinien bzw. der fehlende Einfluss einer verminderten
Histamin-Sekretion nach HDC-Hemmung ergab. Unter autonomer Histamin-Abgabe konnte
ebenfalls keine Hy4R-Funktion auf die Proliferation nachgewiesen werden. Erst unter
gleichzeitiger externer Histamin-Stimulation trdgt der H4R zur Proliferationssteigerung von
Melanomzellen bei.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die Auswirkungen der autonomen
Histamin-Synthese auf eine direkte Proliferationsbeeinflussung gering sind. Durch die
parakrine Wirkung von Histamin auf umgebende Zellen (z.B. Immunzellen) bleibt jedoch zu
bedenken, dass Histamin auch als indirekter Wachstumsfaktor die Mikroumgebung von

Tumorzellen beeinflusst, und so deren Uberleben und Wachstum erméoglichen konnte.
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2 Einleitung

2.1 Das Maligne Melanom

Das maligne Melanom ist ein von den pigmentproduzierenden Melanozyten ausgehender
Tumor, der sich vorrangig an der Haut manifestiert. Aufgrund der schnellen himatogenen und
lymphogenen Metastasierungstendenz zihlt das maligne Melanom zu den Tumoren mit einer
ungiinstigen Prognose. Insbesondere sein aggressives Wachstumsverhalten mit ausgeprigter
Therapieresistenz sind Ursachen der zumeist infausten Prognose bei einer Melanom-
erkrankung im Stadium der Metastasierung. So sind 90% aller Sterbefille durch Hauttumore
auf das maligne Melanom zuriickzufiihren (Altmeyer und Paech 2010).

Im direkten Vergleich mit anderen Tumorarten war das maligne Melanom im Jahr 2008 bei
Frauen auf Platz fiinf und bei Méannern auf Platz acht der haufigsten soliden Tumorentititen in
Deutschland zu verzeichnen (Kaatsch et al. 2012). Innerhalb des Zeitraums von 1999-2008
stiegen die Inzidenzraten bei Mannern von 13,7 auf 22,1 je 100.000 Einwohner und bei
Frauen von 16,5 auf 21,2 je 100.000 Einwohner (Kaatsch et al. 2012). Zum Vergleich liegen
die Inzidenzen in Australien bei 50-60 je 100.000 Einwohner (Jones et al. 1999). Die
Inzidenzen stiegen insbesondere bei der hellhdutigen Bevdlkerungsgruppe (Armstrong und
Kricker 1994). Ebenso mit einzubeziehen ist die Tatsache, dass die verbesserten Diagnostik-
moglichkeiten ein Grund steigender Inzidenzraten in den letzten Jahren sind. Diese
ermoglichen heute die Behandlung in frithen, meist lokal begrenzten Stadien der
Melanomerkrankung und bedeuten eine deutlich bessere Prognose fiir den Patienten
(Lasithiotakis et al. 2007).

Die infauste Prognose einer eingetretenen Fernmetastasierung spiegelt die mediane
Uberlebenszeit der Patienten von durchschnittlich acht Monaten sowie eine 10-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit von 3% wider (Orfanos et al. 1994). Im Gegensatz dazu liegt
nach Diagnosestellung und Therapie die 10-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit im Stadium
der lokalen Tumorausbreitung bei einer Tumordicke unter Imm (nach Breslow) noch
zwischen 85% und 99% in Abhidngigkeit der Mitoserate und dem Vorhandensein von
Ulzerationen (Balch et al. 2009).

Es gibt Faktoren, die das Risiko an einem malignen Melanom zu erkranken, erhéhen. Der
wichtigste Risikofaktor ist eine hohe Anzahl melanozytirer Ndvi bzw. das Vorliegen
dysplastischer Navi (Swerdlow et al. 1986, Holly et al. 1987, Grob et al. 1990, Garbe et al.
1994). Zusitzlich zu den genannten Risikofaktoren werden etwa 5-10% aller malignen

Melanome auf polygene Erbfaktoren zuriickgefiihrt (Greene et al. 1985).
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2.1.1 Klinische und histopathologische Einteilung

Klinisch und histologisch wird das maligne Melanom in vier Hauptformen unterteilt: Das
superfiziell spreitende Melanom tritt bei Kaukasiern mit 65% aller malignen Melanome am
héufigsten auf und hat mit einer zunédchst horizontalen Ausbreitungsphase bei frithzeitiger
Diagnosestellung und einer vollstdndigen Resektion eine gute Prognose. Das nodulére
Melanom wichst sofort in die Tiefe und zeigt keine horizontale Wachstumsphase. Eine
weitere Form ist das Lentigo-maligna-Melanom als Tumor, der fast ausschlieBlich im
Gesichtsbereich ilterer Patienten auftritt. Das akrolentigindse Melanom kommt vorwiegend
palmoplantar, sub- oder periungual vor (Clark et al. 1969). Neben den vier Hauptformen
werden als Sonderformen das amelanotische Melanom sowie Schleimhaut- oder extrakutane
Melanome mit einem Gesamtanteil aller malignen Melanome von 5% zusammengefasst.

Die AJCC-Klassifikation (American Joint Committee on Cancer) von 2009 beschreibt das
Ausmall der anatomischen Ausbreitung des malignen Melanoms und stellt den heutigen
Standard der histopathologischen Befundung dar (Balch et al. 2009). Entsprechend der AJCC
erfolgt die TNM-Klassifikation (T Primdrtumor, N Lymphknotenbefall, M Metastasen) und
Stadieneinteilung nach folgenden Kriterien (Balch et al. 2009). Die Einteilung erfolgt anhand
der Gesamttumordicke nach Breslow (Biittner et al. 1995). Im Stadium I ist die Tumordicke
kleiner als Imm bzw. im Stadium II grofBer als Imm. Weitere Kriterien fiir diese beiden
Stadien, die eine genauere Stadieneinteilung ermoglichen (IA, IB, IIA, IIB), sind das
Vorliegen einer Ulzeration des Primdrtumors und die erhdhte Mitoserate. Zum anderen
definieren die Stadien III und IV das Auftreten von Metastasen mit dem Stadium III als
Korrelat zu regiondren Lymphknotenmetastasen und dem Stadium IV bei Auftreten von
systemischen Metastasen. Von der Metastasierung vorrangig betroffene Organsysteme sind
neben der Haut, die Lymphknoten, die Lunge, die Leber, das Gehirn, das Skelettsystem und

die Nebennieren.

2.1.2 Therapiemoglichkeiten des malignen Melanoms

Im Stadium I besteht die Therapiemoglichkeit primdr in der operativen Entfernung des
Tumors mit einem Sicherheitsabstand in Abhédngigkeit von der Tumordicke und dem damit
verbundenen Metastasierungsrisiko. Dabei ist die chirurgische Exzision die einzige kurative
Behandlungsoption.

Ist eine operative Tumorentfernung oder eine vollstindige Resektion nicht moglich, besteht

die Indikation zur Strahlentherapie. Insgesamt zeigt sich nach Applikation der Strahlen-
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therapie keine Verldngerung des Gesamtiiberlebens (Ang et al. 1994, Burmeister et al. 1995,
Fuhrmann et al. 2001, Ballo et al. 2002). Es gibt jedoch positive Ergebnisse einer
Strahlentherapie beziiglich der lokalen Tumorkontrolle (Kirova et al. 1999).

Als adjuvante Therapie bei Patienten mit erhohtem Metastasierungsrisiko war Interferon-o die
erste Substanz, die in prospektiv randomisierten Studien zu einer signifikanten Verldngerung
der rezidivfreien Uberlebenszeit gefiihrt hat (Kirkwood et al. 1996, Rusciani et al. 1997, Grob
et al. 1998, Pehamberger et al. 1998, Cameron et al. 2001).

Die Behandlungsoption der Chemotherapie wird bei Patienten mit eingetretener
Metastasierung oder inoperablen Rezidivtumoren durchgefiihrt, um die Uberlebenszeit zu
verlingern und die Beschwerden zu lindern. Fiir die systemische Monotherapie stehen
verschiedene, annidhernd gleichwertige Substanzen zur Verfiigung. Das ilteste zugelassene
Chemotherapeutikum zur Behandlung des malignen Melanoms ist Dacarbazin. In klinischen
Studien zeigte Dacarbazin als Monochemotherapie objektive Remissionen in 5,3-28,6% der
Erkrankungsfélle (Moon et al. 1975, Chiarion Sileni et al. 2001). Eine Kombination von
mehreren Zytostatika oder Zytokinen zeigte trotz erhdhter objektiver Ansprechraten keine
signifikante Verldngerung der Gesamtiiberlebenszeit im Vergleich zu der Monotherapie.
Gleichzeitig wird jedoch die Toxizitdt potenziert (Falkson et al. 1998, Chapman et al. 1999,
Dorval et al. 1999, Chiarion Sileni et al. 2001, Eton et al. 2002, Ridolfi et al. 2002).
Neuerdings ist die alleinige Immuntherapie mit Ipilimumab bei nicht resezierbaren
Metastasen anwendbar. Ipilimumab ist ein humaner IgG1-monoklonaler Antikorper, welcher
die Aktivierung und Proliferation von T-Zellen sowie deren Antitumor-Immunitét fordert
(Weber et al. 2009, Hodi et al. 2010, O'Day et al. 2010, Wolchok et al. 2010).

Weitere Therapiemoglichkeiten stellen der Nachweis einer BRAF- oder einer c-Kit-Mutation
dar. Das am haufigsten mutierte Onkogen in Melanomzellen ist BRAF und kann bei etwa
50% der Primértumoren nachgewiesen werden (Willmore-Payne et al. 2005, Goel et al.
2006). Hingegen ist eine c-Kit-Mutation nur bei etwa 5% der akralen und mukosalen
Melanome nachweisbar (Guerriere-Kovach et al. 2004, Willmore-Payne et al. 2005). Es
stehen spezifische BRAF- bzw. c-Kit-Inhibitoren (z.B. Vemurafenib, Dabrafenib, Imatinib)
zur Verfiigung, die gezielt die Mutation aktivierender Onkogene inhibieren. Eine Testung auf
diese Mutationen sollte beim Vorhandensein von Metastasen und chirurgisch nicht
resektablen Tumoren erfolgen. Bei 50-80% der behandelten Patienten fiihrt der Einsatz von
BRAF-Inhibitoren zu einer Tumorriickbildung (Chapman et al. 2011, Ribas et al. 2011).

Die Entwicklung neuer, wirksamer Therapiestrategien und die Weiterentwicklung

vorhandener Ansitze sind aufgrund der zumeist infausten Prognose des malignen Melanoms,
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vor allem bei eingetretener Metastasierung, dringend notwendig. Ein wichtiger Ansatzpunkt
wiren zum Beispiel Wachstumsfaktoren wie das Histamin als korpereigenes, biogenes Amin.
Histamin wurde bereits in verschiedenen Tumorentititen, wie dem Kolonkarzinom oder dem
Brustkrebs, als Wachstumsfaktor beschrieben (Adams et al. 1994, Cricco et al. 1994, Garcia-
Caballero et al. 1994, Medina et al. 2008).

2.2 Histamin

1907 entdeckten die deutschen Chemiker Windaus und Vogt die Synthese des Stoffes 2-(4-
Imidazolyl)-Ethylamin (Abb. 1), der 1910 von Dale und Barger im Mutterkorn und somit als
Naturstoff nachgewiesen wurde. Im gleichen Jahr konnten Dale und Laidlow diesen Stoff als
korpereigene Substanz nachweisen und die grundlegenden Funktionen der Wirkung auf glatte
Muskelzellen und den Blutdruck aufkldaren. Erst 1927, nach der Isolation des Stoffes aus
Leber- und Lungengewebe, erhielt das 2-(4-Imidazolyl)-Ethylamin nach den griechischen
Wortern ,.histos (= Gewebe) und ,,amin“ (=stickstofthaltige Verbindung) den Namen
Histamin (Best et al. 1927).

Abb. 1: Strukturformel von Histamin (Leurs et al. 2009)

Histamin spielt, wie man heute weil}, im menschlichen Organismus eine bedeutende Rolle als
Gewebshormon und Neurotransmitter, dem vor allem im Rahmen des Immunsystems, speziell
bei inflammatorischen Reaktionen, eine grofle Bedeutung zukommt. So ist Histamin in erster
Linie als Mediatorsubstanz, durch seine chemotaktische Wirkung, an der Abwehr
korperfremder Stoffe sowie an der Symptomatik von Entziindungsreaktionen und allergischen
Reaktionen beteiligt. Lokal gebildetes Histamin vermittelt ebenso im Magen-Darm-Trakt
unter anderem die Sdureproduktion und ist beteiligt an der Motilitit. Eine Senkung der
Magensdureproduktion durch Anithistaminika wird vor allem in der Therapie peptischer
Ulcera genutzt. Im zentralen Nervensystem (ZNS) entfaltet lokal gebildetes Histamin seine
Wirkung zum einen durch Hemmung seiner eigenen Produktion {iiber prisynaptische
Autorezeptoren, zum anderen hemmt es die Neurotransmitterfreisetzung durch Hetero-
rezeptoren. Die Auswirkungen spiegeln sich in der zentralen Regulation des Erbrechens, der
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Regulation des Schlaf-Wach-Rhythmus, der Korpertemperatur, der zentralen Blutdruck-
Kontrolle und der Schmerzempfindung wider (Sinha et al. 1969, Nowak et al. 1979, Klein
und Gertner 1981, Kalivas et al. 1982, Arrang et al. 1983, Schlicker et al. 1988, Schlicker et
al. 1989, Monti et al. 1991, Clapham und Kilpatrick 1992, Giovannini et al. 1999, Itoh et al.
1999, Attoub et al. 2001, Toyota et al. 2002). Weitere wichtige Funktionsbereiche liegen in
der Vermittlung positiv chronotroper und inotroper Effekte am Herzen sowie in der
Beeinflussung von Zellproliferation und Zelldifferenzierung, insbesondere im Rahmen der
Wundheilung und in der Himatopoese (Kawaguchi-Nagata et al. 1988, Laszlo et al. 2001,
Szeberényi et al. 2001).

2.2.1 Der Histamin-Stoffwechsel

Bereits 1910 entdeckte Ackermann die Synthese von Histamin aus der Aminosdure L-
Histidin, indem durch einen pyridoxalphosphatabhingigen Decarboxylierungsschritt
Kohlendioxid von der Aminosdure abgespalten wird. Katalysiert wird die Reaktion
hauptsdchlich iiber ein cytoplasmatisches Enzym, die L-Histidin-Decarboxylase (Abb. 2).
Aufgrund des Reaktionsmechanismus gehort die L-Histidin-Decarboxylase (HDC) wie die
DOPA-Decarboxylase, die Glutamat-Decarboxylase und die Ornithin-Decarboxylase zur
Familie der pyridoxalphosphatabhingigen Aminosduredecarboxylasen (Hayashi 1995).
Daneben ist die aromatische L-Aminosdure-Decarboxylase ebenso an der Bildung von
Histamin beteiligt, jedoch in deutlich geringerem Ausmal} und vorrangig in der Niere, der
Leber und im fetalen Gewebe.

Bekannte Enzyminhibitoren der HDC sind der irreversible Hemmer a-Fluoromethylhistidin
(a-FMH) und der reversible Hemmer a-Methyl-DL-Histidin (Watanabe et al. 1990, Francis et
al. 2012).

H |
' - 02 He=C—CH;—C—H
HC=C—CH;—C—C00 A N 2 |
4 b = HN N "NH;
AN N NH; ~#
C i
Histidin_ Histamin

Abb. 2: Decarboxylierung (CO,-Abspaltung) der Aminosaure L-Histidin in einer pyridoxalphosphat-
abhéngigen Reaktion zu Histamin (modifiziert nach Rassow et al. 2008).
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Zellen, die einen hohen Histamin-Gehalt aufweisen, exprimieren auch die HDC als Histamin-
synthetisierendes Enzym. Die hochsten Konzentrationen an Histamin finden sich bei
gesunden Personen in Mastzellen und Basophilen. Hier wird Histamin bis zur Exocytose liber
eine ionische Bindung an Heparin gebunden und in Vesikeln gespeichert. Weitere Zellen mit
hohem Histamin-Gehalt sind Histamin-speichernde Zellen der Schleimhdute, der Bronchien
und des Magen-Darm-Traktes, sowie Thrombozyten, endokrine Zellen und Zellen des ZNS
(Hakanson und Owman 1967, Soll et al. 1981, Masini et al. 1998). Wahrend sich hohe HDC-
Level ebenso in schnell proliferierendem Gewebe, wie embryonalem Gewebe oder im
Rahmen der Wundheilung nachweisen lassen (Bartholeyns und Fozard 1985), weisen auch
Tumorgewebe, wie das Kolonkarzinom, der Brustkrebs und Melanomzellen, einen hohen
HDC-Gehalt und damit die Féhigkeit der autonomen Histamin-Synthese auf.

Der Abbau von Histamin erfolgt liber zwei Wege (Schayer et al. 1953, Schayer und Karjala
1956, Schayer 1959, Yamauchi et al. 1994). So erfolgt vor allem im ZNS die Inaktivierung
durch die Histamin-N-Methyltransferase (HNMT) zum N-Methylhistamin, welches im
nachfolgenden Schritt durch Monoaminoxidasen (MAO-B), Diaminoxidasen (DAO) und
Aldehydoxidasen (=Aldehyd-Dehydrogenase) zur N-Methyl-Imidazolessigsdure abgebaut
wird (Schwartz et al. 1991). In der Peripherie erfolgt der Abbau direkt ohne vorherige
Methylierung durch oxidative Desaminierung zur Imidazolessigsdure, die nach

anschlieender Ribosylierung liber die Nieren ausgeschieden wird (Abb. 3).
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Abb. 3: Der Abbau von Histamin (modifiziert nach Maintz et al. 2006). Histamin kann iiber zwei
Wege abgebaut werden. Im ZNS erfolgt der Abbau in erster Linie {iber die Histamin-N-
Methyltransferase (HNMT) zum N-Methylhistamin. AnschlieBend kann N-Methylhistamin
durch die MAO-B oder die DAO oxidiert werden. Ein weiterer Weg des Histamin-
Katabolismus, der vor allem in der Peripherie fiir den Histamin-Abbau verantwortlich ist,
erfolgt direkt tiber die DAO und die Aldehyd-Dehydrogenase ohne vorherige Methylierung
zur Imidazolessigsaure.

2.2.2 Die Histamin-Rezeptoren

Seine Wirkung entfaltet Histamin iiber vier Rezeptoren, die zu der Familie der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren gehoren (Gantz et al. 1991, Yamashita et al. 1991, Lovenberg et al.
1999, Oda et al. 2000). Diese werden auch als heptahelikale, transmembrane Rezeptoren
bezeichnet, da sie siebenmal die Plasmamembran durchqueren. Gekoppelt sind die
Rezeptoren an intrazelluldr gelegene, heterotrimere G-Proteine mit drei Untereinheiten: a-, 3-
und y- Untereinheit (Abb. 4). Es existieren verschiedene Untergruppen, von denen vor allem
die Goy, die Gogqi und die Goy, -Untereinheit fiir die Histamin-Rezeptoren eine wichtige
Rolle spielen. Die Aktivierung der G-Proteine fiihrt zur Aktivierung einer Signalkaskade im

Inneren der Zelle.
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Signaliibertragung durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren.
Nach Histamin-Bindung am transmembranen Rezeptor wird das Signal {iber G-Proteine ins
Zellinnere weitergeleitet (Smit et al. 1999).

Die Entdeckung der vier Histamin-Rezeptoren nahm seinen Anfang 1966, als die
Unterscheidung in den Histamin-H;-Rezeptor und den Histamin-H,-Rezeptor (H;R, H,R)
erfolgte (Ash und Schild 1966). Mit pharmakologischen Methoden gelang Arrang und seiner
Forschungsgruppe 1983 der Nachweis des Histamin-Hs;-Rezeptors (H3R). Im Jahr 2000
konnte nach Entschliisselung des menschlichen Genoms der Nachweis des Histamin-Hy-
Rezeptors (H4R) erbracht werden, der durch seine starke Homologie zum H3;R lange Zeit
unentdeckt blieb (Nakamura et al. 2000).

Zu beachten ist, dass die Bindungsaffinitit des Histamins zwischen den vier Histamin-
Rezeptoren schwankt mit einem K; von 2-10uM fiir den H;R und den H,R und einem K; von
2-10nM fiir den H3R und H4R (Leurs et al. 1995, O'Reilly et al. 2002). K; ist dabei die
Dissoziationskonstante und gibt an, welcher Anteil eines Liganden im Mittel an ein Protein
bzw. einen Rezeptor gebunden ist und ist damit ein Mal} fiir die Affinitdt des Proteins bzw.

Rezeptors zu seinem Substrat.

2.2.2.1 Die Histamin-Rezeptoren H;R, H;R und H3;R

Der aus 487 Aminosduren bestehende H;R ist auf Chromosom 3 lokalisiert und weist ein
Molekulargewicht von 56kDa auf (De Backer et al. 1993, Fukui et al. 1994, Le Coniat et al.
1994). Er wird von einer Vielzahl von Zellen exprimiert, wie Zellen des Bronchialsystems,
GefaBmuskelzellen, Endothelzellen, Herzmuskelzellen, Hepatozyten, Chrondrozyten,

Nervenzellen, Dendritische Zellen, Monozyten, Neutrophile sowie T-und B-Zellen (Kanba
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und Richelson 1984, Casale et al. 1985, Cameron et al. 1986, Hill 1990, Villemain et al. 1990,
Okayama et al. 1992). Eine Rezeptorstimulation durch Histamin oder Agonisten fiihrt zur
Aktivierung der G-Protein-Untereinheit Gag/1, welche das extrazelluldre Signal iiber die
Phospholipase C ins Zellinnere weiterleitet und eine Ca%-Mobilisierung aktiviert (Tilly et al.
1990). Funktionelle Folgen einer Ca*'-Ausschiittung sind vorrangig die Kontraktion glatter
Muskel- und Endothelzellen groBerer Gefdlle (>80um) sowie die Dilatation kleinerer Gefal3e
(Toda 1987). Dies macht den H;R zum Mediator zahlreicher pathologischer Prozesse, die vor
allem allergische und inflammatorische Reaktionen betreffen wie die allergische Rhinitis,
Konjunktivitis, Urtikaria, Asthma, Anaphylaxie oder die atopische Dermatitis (Hill 1990).

Im Vergleich zum H;R liegt der H;R auf Chromosom 5 und besteht aus 359 Aminoséduren
(Traiffort et al. 1995). Bei einer Stimulation des Rezeptors wird das G-Protein Gay aktiviert,
in dessen Folge es iiber die Adenylatcyclase zu einer Erhohung der intrazelluliren cAMP-
Konzentration (cyclisches Adenosinmonophosphat) kommt (Hill et al. 1997). Seine
bedeutendsten Funktionen liegen in einer Steigerung der Magensdureproduktion, einer positiv
chrono- und inotropen Wirkung am Herzmuskel sowie einer Vasodilatation an kleinen
Gefaflen (<80um) und an Pulmonalgefdllen (Black et al. 1972, Johnson et al. 1979, Hill et al.
1997).

Mit einem Molekulargewicht von 70kDa liegt das Gen des H3;R auf Chromosom 20. Eine
Aktivierung fiihrt iiber das G-Protein Gai, zu einer Hemmung der Adenylatcyclase mit
Senkung der cAMP-Konzentration, sowie zur Erhhung der Ca”*'-Konzentration und der
Aktivierung des MAPK - (Mitogen-aktivierende Proteinkinase) Signalweges (Clark et al.
1993, Endou et al. 1993, Clark und Hill 1996, Laitinen et al. 1998, Lovenberg et al. 1999).
Der H3R ist vor allem im ZNS von Bedeutung mit einem hohen Vorkommen in den
Basalganglien, dem Hippocampus und dem Kortex. Da der Rezeptor im ZNS sowohl pra- als
auch postsynaptisch lokalisiert ist, fungiert er zum einen als Autorezeptor und hemmt die
Histamin-Freisetzung an histaminergen Neuronen. Zum anderen beeinflusst er als
Heterorezeptor andere Neurotransmitter und ist damit an der Regulation des Schlaf-Wach-
Rhythmus, der Nahrungsaufnahme, der Korpertemperatur, des Gedichtnisses und anderen
homdoostatischen Prozessen beteiligt (Arrang et al. 1983, Schlicker et al. 1988, Schlicker et al.
1989, Monti et al. 1991, Clapham und Kilpatrick 1992, Giovannini et al. 1999, Itoh et al.
1999, Attoub et al. 2001, Toyota et al. 2002).
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2.2.2.2 Der Histamin-H4-Rezeptor

Der H4R wurde erst nach Entschliisselung des menschlichen Genoms im Jahr 2000 das erste
Mal beschrieben. Das Rezeptorgen ist auf Chromosom 18q11.2 lokalisiert und codiert ein
Protein aus 390 Aminosduren (Nakamura et al. 2000, Oda et al. 2000, Cogé et al. 2001, Liu et
al. 2001, Nguyen et al. 2001, Zhu et al. 2001). Auffillig ist die grole Sequenzhomologie zum
H3;R von insgesamt 37% bis 43% bzw. 58% in den transmembranen Regionen (Oda et al.
2000, Morse et al. 2001, Nguyen et al. 2001). Dagegen betrdagt die Homologie zu dem H;R
und dem H,R nur 18,9% bzw. 18,1% (Zhu et al. 2001). Vermittelt werden die Funktionen des
Rezeptors iiber die Gayo-Untereinheit der G-Proteine (Oda et al. 2000, Hofstra et al. 2003).
Diese inhibiert die Adenylatcyclase und damit die cAMP-Konzentration (Nakamura et al.
2000, Oda et al. 2000, Zhu et al. 2001). Ein weiterer Signalweg ist die Aktivierung der
Mitogen-aktivierten Proteinkinase-Kaskade (Morse et al. 2001). In eosinophilen Granulozyten
und Mastzellen wird durch den H4R auBerdem die Phospholipase C und damit der Ca*'-
Anstieg aktiviert (Abb. 5) (Buckland et al. 2003, Hofstra et al. 2003).
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Signalkaskade des H4R. Nach Aktivierung des trans-
membranen Rezeptors werden intrazelluldir an den Rezeptor gekoppelte G-Proteine
aktiviert. Eine Rezeptorbindung durch Histamin fiihrt zur Aktivierung der G-Protein-
Untereinheit Gay,, in dessen Folge es zur Hemmung der Adenylatcyclase (AC) und damit
einer Senkung der cAMP-Konzentration kommt. Ebenso wird der MAP-Kinase-Signalweg
(MAPK) aktiviert. Ein weiterer Weg der Signaliibertragung, der in eosinophilen
Granulozyten und Mastzellen durch die GPy-Untereinheiten aktiviert wird, ist die Ca*'-
Freisetzung nach Aktivierung der Phospholipase C (PLC-) (De Esch et al. 2005).

Die Bedeutung des H4R liegt vor allem in der Vermittlung von Entziindungsvorgidngen, was
auch seine vorrangige Expression auf hdmatopoetischen Zellen, wie Eosinophilen,
Mastzellen, dendritischen Zellen, T-Zellen und Monocyten, verdeutlicht (Liu et al. 2001,
Morse et al. 2001, Zhu et al. 2001, Dijkstra et al. 2007, Dijkstra et al. 2008). Weitere Zellen,
auf denen der H4R beschrieben wurde, sind Zellen des intestinalen Epithels, der Milz, des
Thymus, der Lunge, des Magens, des ZNS, der nasalen Mukosa und enterischer Neurone
(Nakamura et al. 2000, Oda et al. 2000, Cogé et al. 2001, Liu et al. 2001, Cianchi et al. 2005,
Medina et al. 2006, Medina et al. 2008, Connelly et al. 2009).

Heute bekannte Funktionen des Rezeptors sind beispielsweise eine durch Histamin-Bindung
ausgeloste chemotaktische Wirkung auf Eosinophile und Mastzellen, eine IL16-Freisetzung

aus CD8"-Lymphozyten, eine Rekrutierung von Neutrophilen und die Ca**-Mobilisation in
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Mastzellen (Gantner et al. 2002, O'Reilly et al. 2002, Buckland et al. 2003, Hofstra et al.
2003, Takeshita et al. 2003). Dies bietet einen potentiellen Angriffspunkt in der Behandlung
inflammatorischer Erkrankungen. Ferner ist bei der Schmerzempfindung, Autoimmun-

erkrankungen sowie dem Kolon- und Brustkrebs eine Beeinflussung durch den H4R bekannt

(Cianchi et al. 2005, Maslinska et al. 2006, Medina et al. 2006, Medina et al. 2008).

2.2.2.3 Der Histamin-Hs-Rezeptorantagonist — JNJ7777120

Um den H4R besser zu verstehen, ist die Entwicklung des selektiven Nicht-Imidazol-
Antagonisten, JNJ7777120, von Bedeutung, da dieser eine iiber 1000-fach hohere Selektivitat
zum H4R gegeniiber den anderen Histamin-Rezeptoren zeigt (Jablonowski et al. 2003,
Thurmond et al. 2004). Chemisch handelt es sich um 1-[(5-Chloro-1H-indol-2-yl)carbonyl]-4-
methyl-piperazine (Abb. 6). Aufgrund der Funktionen des H4R konnte der Rezeptorantagonist
eine potentielle Rolle in der Behandlung von inflammatorischen Reaktionen spielen
(Thurmond et al. 2004). Jedoch ist hinsichtlich einer klinischen Verwendung zu bedenken,
dass die orale Bioverfiigbarkeit des JNJ7777120 mit 22% und die in-vivo-Halbwertszeit von
0,8h sehr gering sind (Venable et al. 2005).

RS
O

N
H O

Abb. 6: Strukturformel des Histamin-H,-Rezeptorantagonisten JNJ7777120 (Leurs et al. 2009)
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2.3 Die Rolle von Histamin und dessen Rezeptoren in neoplastischem

Gewebe und Zelllinien

Histamin hat nicht nur Auswirkungen auf die Regeneration normaler Zellen, zum Beispiel im
Rahmen der Wundheilung, sondern auch auf die Proliferation maligner Zellen.
Experimentelle Studien konnten belegen, dass Histamin in verschiedenen Neoplasien, wie
zum Beispiel dem Kolonkarzinom und dem Brustkrebs, nicht nur synthetisiert wird, sondern
auch als Wachstumsfaktor die Proliferation beeinflusst (Tutton und Barkla 1983, Garcia-
Caballero et al. 1988, Adams et al. 1994, Cricco et al. 1994, Medina et al. 2008). So konnten
in diesen Tumorentititen hohere Histamin-Konzentrationen nachgewiesen werden als im
umgebenden, gesunden Gewebe (Garcia-Caballero et al. 1994, Reynolds et al. 1997, Hegyesi
et al. 2001, Cianchi et al. 2005, Sieja et al. 2005). In Ubereinstimmung mit diesen
Beobachtungen wurden signifikant gesteigerte  Konzentrationen des Histamin-
synthetisierenden Enzyms in Form von HDC-mRNA, HDC-Protein und eine gesteigerte
HDC-Enzymaktivitit in zahlreichen Tumoren, unter anderem dem Kolorektal-, dem
Brustkrebs, dem kleinzelligem Lungenkarzinom oder dem malignen Melanom, gemessen
(Garcia-Caballero et al. 1988, Haak-Frendscho et al. 2000, Graff et al. 2002, Cianchi et al.
2005). Der Einsatz des HDC-Inhibitors, o-Fluoromethylhistidin, konnte bereits eine
Reduktion der Histamin-Produktion sowie eine reduzierte Proliferationsrate von
Tumormodellen unterschiedlicher Genese zeigen (Bartholeyns und Bouclier 1984, Cricco et
al. 1994). Ebenso wurde die Inhibierung der Zellproliferation durch H,R-Antagonisten wie
Cimetidin beobachtet (Tutton und Barkla 1983, Bartholeyns und Bouclier 1984, Tennesen et
al. 1988, Watson et al. 1993, Adams et al. 1994, Hahm et al. 1996, Nielsen et al. 2002).

Die oben genannten Erkenntnisse lassen vermuten, dass Histamin in verschiedenen
Tumorentititen die Proliferation beeinflusst und demzufolge ein Eingriff in die Histamin-
Synthese oder den Histamin-Signalweg das Uberleben von Patienten mit neoplastischen

Erkrankungen positiv beeinflussen kann.

2.3.1 Der Histamin-Einfluss auf Melanomzellen

Nicht nur die Entstehung von malignen Malignomen ist ein komplexer Prozess, auch das
Wachstum unterliegt einer Reihe von Zytokinen und der Stimulierung von exprimierten
Rezeptoren auf den Melanomzellen. Dieses komplexe Signalnetzwerk, zu dem auch Histamin

gehort, ist zum einen verantwortlich fiir eine autokrine Wachstumsstimulation als auch fiir

15



Einleitung

parakrine Faktoren, wie der Schaffung einer Mikroumgebung, in der die Tumorzellen
iiberleben und proliferieren konnen (Lazar-Molnar et al. 2000).

Es wurde beobachtet, dass Melanomzellen, aber nicht humane Melanozyten, einen hohen
Gehalt an Histamin aufweisen konnen (Falus et al. 2001). So beschreiben Rivera et al. nach
den Ergebnissen verschiedener Arbeitsgruppen einen intrazelluliren Histamin-Gehalt
verschiedener Melanomzelllinien von 3-6pmol/10° Zellen und eine Histamin-Ausschiittung
von 3-4nM (Rivera et al. 2000). Dieses lokal gebildete Histamin ist in der Lage die DNA-
Synthese, Zellproliferation und Chemotaxis von Melanomzelllinien zu stimulieren

(Whitehead et al. 1988, Tilly et al. 1990, Ugar 1991).

2.3.2 Die Bedeutung der L-Histidin-Decarboxylase in Melanomzellen

Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass maligne Zelllinien und Gewebe das fiir die
Histamin-Synthese notwendige Enzym, die L-Histidin-Decarboxylase, exprimieren und somit
in der Lage sind, Histamin aus L-Histidin zu synthetisieren und in den Extrazellularraum
abzugeben. Ebenso zeigte sich, dass zahlreiche Melanomzellen die L-Histidin-Decarboxylase
in hohem MaR exprimieren (Haak-Frendscho et al. 2000, Hegyesi et al. 2001, Darvas et al.
2003). Wohingegen sich in Nidvi und normaler Haut eine 10-25fach geringere HDC-
Expression zeigte bzw. in humanen Melanozyten keine HDC-Expression und auch kein HDC-
Protein nachweisbar war (Haak-Frendscho et al. 2000). Dies ldsst die Vermutung zu, dass
Histamin auch bei Melanomzellen die Proliferation auf autokrinem und parakrinem Weg
beeinflussen kann (Tilly et al. 1990, Reynolds et al. 1996, Darvas et al. 2003, Hegyesi et al.
2005). Erhdrtet wurden diese Vermutungen seitdem Bartholeyns und Bouclier 1984
nachweisen konnten, dass durch eine Inhibierung der L-Histidin-Decarboxylase mit dem
irreversiblen Enzymhemmer o-Fluoromethylhistidin das Wachstum maligner Tumore
verringert werden konnte (Kollonitsch et al. 1978, Bartholeyns und Bouclier 1984). In
nachfolgenden experimentellen Studien an Melanomzelllinien wurde der gleiche Effekt auch
mit L-Histidin-Decarboxylase-Antisense-Oligonucleotiden erreicht, die eine funktionelle
Aktivitdit des Enzyms verhinderten (Hegyesi et al. 2001). Somit ist Histamin zum
Angriffspunkt weiterer Studien geworden mit dem Hintergrund, neue Therapieoptionen zu
entwickeln, speziell im Stadium der infausten Prognose des metastasierten malignen
Melanoms.

Nach Darvas et al. lassen sich jedoch Unterschiede in der Expression der L-Histidin-
Decarboxylase zwischen Priméartumorzellarten und metastasierten Tumorzelllinien feststellen.

So konnte eine signifikant gesteigerte Aktivitdt der L-Histidin-Decarboxylase sowie eine
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erhohte Histamin-Produktion in Primirtumoren gefunden werden, wahrend die Aktivitédt der

HDC in Metastasen deutlich geringer war (Darvas et al. 2003).

2.3.3 Die Expression und Funktion der Histamin-Rezeptoren auf Melanomzellen

Die Expression des H;R, H;R, H;R und H4R wurde auf Melanomzelllinien nachgewiesen
(Whitehead et al. 1988, Tilly et al. 1990, Massari et al. 2011). Es wird jedoch vermutet, dass
die verschiedenen Histamin-Rezeptoren unterschiedlichen Einfluss auf die Proliferation
haben. In niedrigen Konzentrationen fordert Histamin die Proliferation von Melanomzellen
iiber den H,R, wihrend hohe Histamin-Konzentrationen (10uM) die Proliferation iiber den
H;R senken (Abb. 7) (Lazar-Molnar et al. 2002). Falus et al. fassten die Wachstums-
stimulation beziehungsweise die Wachstumshemmung durch Histamin-Rezeptoren 2001
folgendermallen zusammen: Die aktuelle Anzahl und Verfiigbarkeit von H;R und H,;R sowie
thr relatives Verhiltnis sind Schliisselfaktoren, die determinieren, ob Histamin das
Melanomwachstum stimuliert oder supprimiert (Falus et al. 2001).

Anhand unterschiedlicher maligner Erkrankungen konnte ein positiver Nutzen von H,-
Antihistaminika, die bisher in der Therapie peptischer Ulcera Anwendung finden, belegt
werden. Studienergebnisse mehrerer Arbeitsgruppen an humanen Melanomzelllinien lassen
schlussfolgern, dass H,-Antihistaminika, wie Cimetidin oder Ranitidin, sich ebenso positiv
auf die Behandlung von Melanomerkrankungen auswirken (Ugar et al. 1991, Reynolds et al.
1996, Szincsak et al. 2002).
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A) Wachstumssteigerung B) Wachstumsarrest C) Wachstumsarrest durch
durch den H,R durch den H;R H,R-Antagonisten
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Abb. 7: Darstellung der Proliferationsbeeinflussung durch den H;R und H,R. A) Stimulation des H,R
mit Stimulation der Melanomzellproliferation, B) Stimulation des H;R mit Hemmung der
Wachstumsproliferation, C) Hemmung des H,R durch H,R-Antagonisten fiihrt zur
Inhibierung des proliferierenden Effekts und damit zur Proliferationshemmung (Falus et al.
2001).

In den letzten Jahren konnte erstmalig auch die Expression des H4R auf Melanomzellen
nachgewiesen werden (Massari et al. 2011). Bei der Frage, welchen Einfluss der H4R auf die
Proliferation hat, konnte beobachtet werden, dass Histamin nicht nur bei Brustkrebs die
Proliferation durch H4R-Stimulation senkt (Medina et al. 2008), sondern auch bei
Melanomzellen wird ein inhibitorischer Effekt von Histamin auf die Proliferation vermutet
(Massari et al. 2011). Massari et al. beobachteten anhand einer primédren und einer
metastasierten Melanomzelllinie, dass der H4R eine Proliferationshemmung auslost.
Ursédchlich konnten Massari ef al. eine gesteigerte Differenzierung von Melanomzellen mit
Zellalterung und Steigerung der Melanogenese nachweisen (Massari et al. 2011).

Zu bedenken bleibt, dass es neben der direkten Wachstumsbeeinflussung, zahlreiche
Hinweise dafiir gibt, dass Histamin zeitgleich durch eine indirekte Wachstumsstimulation mit

Einfluss auf das Immunsystems die Proliferation von Melanomzellen beeinflusst.
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3 Zielsetzung

Die Entstehung einer Melanomerkrankung umfasst Mechanismen, durch die es den
Melanomzellen ermdglicht wird, autonom zu proliferieren. Die Wachstumsautonomie der
Tumorzellen wird vor allem durch die gesteigerte Produktion von Wachstumsfaktoren und die
Uberexpression ihrer Rezeptoren ermdglicht. Es gibt Hinweise, dass das biogene Amin

Histamin einer dieser autonomen Wachstumsfaktoren fiir Melanomzellen sein konnte.

Ziel der vorliegenden Arbeit war, den Einfluss von Histamin auf die Proliferation von
Melanomzellen besser einschitzen zu konnen. Dazu sollte zunidchst untersucht werden,
welche Bedeutung die autonome Histamin-Sekretion auf die Melanomzellproliferation ausiibt.
Desweiteren sollte der Einfluss einer externen Histamin-Stimulation auf das Proliferations-
verhalten gekliart werden. Folgende Fragestellungen wurden anhand von drei priméren und

einer metastasierten Melanomzelllinie untersucht:

1. Welche Rezeptoren werden durch die Melanomzelllinien auf RNA-Ebene exprimiert?

2. Exprimieren die Melanomzelllinien das Enzym der Histamin-Synthese, die L-Histidin-
Decarboxylase auf Protein-Ebene? Wird von den Melanomzellen autonom Histamin in
das umgebende Kultivierungsmedium abgegeben?

3. Andert sich die Histamin-Sekretion bei Hemmung der L-Histidin-Decarboxylase? Hat
eine Hemmung der L-Histidin-Decarboxylase Einfluss auf das Proliferationsverhalten
der Melanomzelllinien?

4. Welche Rolle hat eine externe Histamin-Stimulation auf die Proliferation der
Melanomzelllinien?

5. Welche Funktion hat der Histamin-Hs-Rezeptor an der autonomen Melanomzell-
proliferation? Welche Funktion erfiillt der H4R an der Proliferation bei externer

Histamin-Stimulation?
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Gerite

- Axiovert 10 (Mikroskop)
- Brutschrank (CO,-Inkubator)

- Durchflusszytometer (FACScan)

- Durchlichtmikroskop (TELAVAL 3)
- Easypet Pipettierhilfe

- ELISA-Reader Emax

- Geltrager

- Gelelektrophoresekammer

- Glass Plates (Spacer Plates)

- Glasplatten (7,3cm x 10,1cm)

- Heidolph Duomax 1030

- MF-ChemiBIS 3.2
- Mini-Blot®-Apparatur

- Minigelsystem (Mini-Protean 3)

- Neubauer-Zihlkammer

- Power Pac 300

- Sterilarbeitsbank (Lamin Air HB 2472)
- Tank-Blot-System

- Thermomixer comfort

Carl Zeiss, Jena, Deutschland

SANYO Sales & Marketing Europe
GmbH, Miinchen, Deutschland

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland

Carl Zeiss, Jena, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Molecular Devices GmbH, Biberach an
der Riss, Deutschland

MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland
MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

Biostep GmbH, Jahnsdorf, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co.
KG, Sondheim, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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- Wasserbad

- Zentrifuge 5417 R
- Zentrifuge 5804

4.1.2 Verbrauchsmaterial

- Cellstar®, Zellkulturflaschen, 75¢cm?

- Cellstar”, Serological Pipette, 5ml

- Cellstar®, Serological Pipette, 10ml

- FACS-Rohrchen

- Gel Blot Paper, GB004

- Polyvinylidenfluorid-Transfermembran (PVDF)

(Amersham Hybond)

4.1.3 Chemikalien und Reagenzien

- AEBSF
(4-(2-Aminoethyl)-benzensulfonylfluorid)

- Aprotinin

- APS 20% (Ammoniumpersulfat)

- Benzamidin

- Essigsédure

- Chymostatin

- DMSO (Dimethylsulfoxid)

GFL — Gesellschaft fiir Labortechnik
GmbH, Burgwedel, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

BD - Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Whatman Schleicher & Schuell GmbH,
Dassel, Deutschland

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland
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- DNA Loading Dye (6-fach)

- DNA Ladder 100 Basenpaare

Fermentas, Thermo Fisher Scientific
GmbH, Schwerte, Deutschland
New England Biolabs GmbH, Frankfurt

am Main, Deutschland

- Dulbecco’s PBS (Phosphatgepufferte Salzlosung) PAA Laboratories GmbH, Colbe,

- EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
- Ethidiumbromid (10mg/ml)

- FCS (Fetales Kélberserum)

- First Strand cDNA Synthesis Kit fiir RT-PCR

- Formaldehyd Solution 37% (BioChemica)

- Gelantine

- Glycerin 87%

- Glycin

- Histamin Cell Culture ELISA

- Kaliumchlorid

- Kalziumchlorid

- Ladder (Precision Plus Protein Standards,
Kaleidoscope™)

- Leupeptin

- L-Glutamin (2mM)

- Magnesiumchlorid

- Methanol

Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

PromoCell GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Roche Deutschland Holding GmbH,
Mannheim, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Ferak Berlin GmbH, Berlin, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Holzel Diagnostica GmbH, Koln,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

PromoCell GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
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- MTT (Methyltetrazolium)

- Natriumchlorid

- NP-40 (Nonidet-P40)

- Oligo(dT)2.13 Primer (0,5ug/ul)

- Penicillin/Streptomycin (10000 IU/ml)

- Pepstatin A

- Pierce ECL Western Blotting Substrate
(500ml Kit)

- PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)

- RNeasy" Mini Kit (50)

- RNase OUT (40U/ul), Ribonuclease Inhibitor

- Rotiphorese® Gel 30 (37-5:1)

- RPMI 1640 w/o L-Glutamine

- RPMI 1640 w/o L-Glutamine, without PR

- Saponin aus Quillaja Mark

- SDS (Natriumdodecylsulfat)

- SuperScript 111, Reverse Transcriptase (200U/ul)

- Taq PCR Master Kit

- TEMED (N,N,N"N'-Tetramethylethylendiamin)
- TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)

- Trypanblau

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Invitrogen, Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

PromoCell GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Invitrogen, Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Lonza Group Ltd, Basel, Schweiz

Lonza Group Ltd, Basel, Schweiz
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Invitrogen, Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz
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- Trypsin-EDTA (10x)

- UltraPure™ Agarose

- 10mM dNTP Mix, PCR Grade

PAA Laboratories GmbH, Célbe,
Deutschland

Invitrogen, Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Invitrogen, Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

4.1.4 Stimulantien, Antagonisten und Inhibitoren

- INJ7777120
- a-Methyl-DL-Histidin-Dihydrochlorid

- Histamin-Dihydrochlorid

4.1.5 Antikorper

Primére Antikorper (Westernblot)
- Actin (I-19)

- Histidindecarboxylase (H-245)

Sekundire Antikorper (Westernblot)

- Donkey anti-goat IgG-HRP

- HRP-anti-rabbit, Img/ml

Antikorper (FACS)

- Rabbit IgG Isotype Control, PE conjugated
(BS-0295P-PE)

- Rabbit Anti-HDC Polyclonal Antibody,
PE Conjugated (BS-1054R-PE)

Tocris Bioscience, Bristol, England

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA

Alfa Aesar, Karlsruhe, Deutschland

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,

USA
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,

USA
KPL, Gaithersburg, USA

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, Deutschland

BIOZOL Diagnostica Vertriecb GmbH,
Eching, Deutschland
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4.1.6 Melanomzelllinien

-Mel G
- Mel Ei
- A375

- A2058

4.1.7 Losungen und Puffer

- Lyse-Puffer

- 100bp DNA-Ladder

- TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA)
50-fach, 21, pH=8,0

20mM
137mM
2, 7mM
ImM
ImM
10% (v/v)
1% (v/v)
Sug/ml
Sug/ml
Sug/ml
Sug/ml
21pg/ml

12pg/ml
ImM

1mM

4ul
Il
Il

484¢g
114,2ml
200ml

primére Zelllinie von Dr. J.P. Johnson, Universitdt Miinchen
primire Zelllinie von Dr. J.P. Johnson, Universitdt Miinchen
primédre Zelllinie von Dr. J.P. Johnson, Universitit Miinchen

metastasierte Zelllinie von Dr. G. Taraboletti, Bergamo

TRIS

Natriumchlorid

Kaliumchlorid
Magnesiumchlorid
Kalziumchlorid

Glycerol

NP-40

Leupeptin

Pepstatin A

Benzamidin

Chymostatin

Aprotinin

AEBSF

Na3VOy4 (Sodium orthovanadate)
vor Zugabe Smin bei 95° erhitzen

PMSF

Nuklease-freies Wasser
6x DNA Loading Dye
100bp DNA-Ladder

TRIS

Essigsdure

EDTA (0,5mM)

auffiillen auf 21 aqua dest.
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- Agarosegel 1,5%

- Sammelgel 5%

- Sammelgel-Puffer

4-fach, pH 6,8

- Trenngel 10%

- Trenngel-Puffer
4-fach, pH 8,8

- Elektroden-Puffer

10-fach, pH 8,3

- Transfer-Puffer

1-fach, 11, pH= 8,3-8,4

1,5¢
100ml

Sul

1,4ml
0,6ml
0,4ml
54ul
6ul

0,5M
10%

3ml
1,8ml
2,4ml
64ul
16l

1,5M
2%

250mM
1,92M

1%

25mM
192mM

200ml

Agarose

TAE-Puffer (1-fach)

zum Ldsen der Agarose in der Mikrowelle
erhitzen

Ethidiumbromid

aqua dest.
Sammelgel-Puffer
Acrylamid Stock Solution
APS (20%)

TEMED

TRIS
SDS (w/v Stock)

aqua dest.
Trenngel-Puffer (4-fach)
Acrylamid Stock Solution
APS (20%)

TEMED

TRIS
SDS (w/v Stock)

TRIS
Glycerin
SDS

TRIS
Glycin
in 600ml aqua dest. 16sen

Methanol
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- NET-G-Puffer 100mM
10-fach, pH= 8,0 1,5M
50mM
0,5%
0,5%
- MTT-Medium 0,5mg/ml Smg
(Methyltetrazolium) Iml
9ml
- Glycin-Puffer 0,1M
100ml, pH= 10,5 0,1M
100ml

4.1.8 Software

- Cell Quest Pro 4.0.2

- SlideBook 4.1.0.6

- SoftMaxPro Version 1.1.1
- SPSS 16.0

- TotalLab Quant V11.4

TRIS

Natriumchlorid

EDTA

Tween 20

Gelatine (2,5g in 100ml aqua dest. 16sen)

MTT
PBS (MTT in PBS 16sen)
RPMI 1640 ohne Phenolrot

Losung steril filtrieren
Glycin

Natriumchlorid

aqua dest.
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4.2 Methoden

4.2.1 Zellkultivierung

Die Melanomzelllinien wurden in 75cm” Zellkulturflaschen kultiviert. Zur Passage wurden
die etwa 80-90% konfluent gewachsenen Zellen alle drei bis vier Tage gesplittet und
anschliefend mit einer Konfluenz von ca. 20% wieder ausgesét. Zum Splitten der adhérenten
Zelllinien wurde Trypsin-EDTA (1x) verwendet und die Zellablosung mit Kultivierungs-
medium gestoppt. Der Mediumwechsel und das Splitten der Zellen erfolgten stets unter
sterilen Bedingungen. Als Zellkulturmedium diente RPMI Medium, das mit 10%
hitzeinaktiviertem FCS, 2mM L-Glutamin, 100mU/ml Penicillin/Streptomycin und 250pg/ml
Amphotericin versetzt wurde. Fiir die Experimente wurden die Passagen 10-50 verwendet.
Die Kultivierung erfolgte im Brutschrank unter Standardbedingungen (37°C, 5% CO,, 100%
Luftfeuchtigkeit).

4.2.2 RNA-Isolierung

Um die in den Melanomzellen vorhandene RNA in ¢cDNA umzuschreiben, musste zundchst
die RNA isoliert werden. Dies erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kit (50) von Qiagen.

Die Zellen wurden zundchst mit Trypsin-EDTA (1x) abgelost und die Reaktion mit
Kultivierungsmedium gestoppt. Die gewonnen Zellen wurden mit einer Neubauer-
Zihlkammer gezihlt. AnschlieBend wurden je Zelllinie 2x10° Zellen mit PBS gewaschen und
die Zellen bei 300 x g fiir Smin zentrifugiert. Nachdem der Uberstand verworfen und das
Pellet in 350ul Lysepuffer vermischt wurde, erfolgte die Uberfiihrung des Lysats auf einen
QlAshredder spin column und die Zentrifugation des Lysats fiir 2min bei 20.000 x g und
Raumtemperatur. Der Uberstand wurde vollstindig abgenommen und es folgte die Zugabe
von 300ul 70% Ethanol zum Zelllysat. Vorsichtig wurden die entstandenen 650ul Uberstand
in ein RNeasy spin column iberfiihrt und es konnte erneut die Zentrifugation fiir 15s bei
8.000 x g und Raumtemperatur erfolgen. Die RNA war nun an die innere Siule des RNeasy
spin column gebunden, so dass das Durchflussvolumen verworfen wurde. Im nédchsten Schritt
wurden 700ul RWI1-Buffer zugegeben, der RNeasy spin column bei 8.000 x g,
Raumtemperatur und fiir 15s zentrifugiert und abschlieBend das Durchflussvolumen
verworfen. Vor dem Eluieren der RNA wurden 500ul RPE-Buffer zugegeben und die RNeasy
spin column fiir 2min bei 8.000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Abschliefend wurde

die Séule in ein neues 1,5ml Sammelgefdfl tiberfiihrt und die RNA mit 80ul RNase-freiem

28



Material und Methoden

Wasser durch eine 1-miniitige Zentrifugation bei 8.000 x g eluiert. Die isolierte RNA wurde

bei -80°C gelagert.

4.2.3 Photometrische Bestimmung der Nukleinsiurekonzentration

Die Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration und der Reinheit der Probe erfolgte durch
eine spektrophotometrische Messung. Dabei wurde die Extinktion der RNA-haltigen Losung
bei 230nm, 260nm und 280nm bestimmt. Die Quotienten OD,5/OD,gp und OD,40/OD530
gaben Aufschluss iiber die Reinheit der Nukleinsduren. Thre Werte sollten fiir den Quotienten
ODy60/OD5gp zwischen 1,7 und 2,0 und fiir den Quotienten OD,¢o/OD,30 zwischen 2,0 und 2,2

liegen. Die Konzentration an RNA ergab sich aus folgender Formel:

Konzentration (RNA) = 0OD260 x Verdinnung x 40 [pl/ml]

4.2.4 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription ist eine Methode, um aus vorhandener RNA mit Hilfe einer viralen
Reversen Transkriptase die komplementdre cDNA zu synthetisieren. Die Synthese erfolgt mit
Hilfe eines Oligo-dT-Primers, der an die Poly(A)-Struktur am 3'-Ende der einzelstringigen
RNA hybridisiert. Verwendet wurde das First Strand cDNA Synthesis Kit fiir RT-PCR von
Roche.

Im ersten Schritt wurde 100ng Gesamt-RNA jeder Melanomzelllinie in 11ul RNase-freies
Wasser gegeben und fiir Smin bei 65°C inkubiert. AnschlieBend musste die RNA fiir 2min bei
4°C gekiihlt werden. Im folgenden Schritt erfolgte die Zugabe von je 4ul Ist strand Buffer
(5x), 1ul DTT und 1pl RNase Out zu jeder RNA-Probe und die Inkubation der Proben fiir
2min auf Eis. AnschlieBend wurde 1pl der Reversen Transkriptase (200U/ul) jeder Probe
zugeben und kurz zentrifugiert. Die cDNA-Synthese erfolgte bei 42°C iiber 50min. Um die
Reaktion zu stoppen, folgte bei 70°C iiber 10min die Enzyminaktivierung. AnschlieBend
wurden die Proben auf Eis gekiihlt bis im letzten Schritt zu jeder Probe 80ul RNase-freies
Wasser gegeben wurde. Die Auftbewahrung der Proben erfolgte bei -80°C.
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4.2.5 Endpunkt-PCR

4.2.5.1 Primerpaare der Histamin-H;-,-H,-,-H3- und -H4-Rezeptoren und von RPL27

Tabelle 1: Dargestellt sind die jeweiligen Sequenzen der Primerpaare des Histamin-H;-,-H,-,-H;-
und -Hy-Rezeptors und des 60S ribosomales Protein L27 sowie die Lénge des DNA-
Amplifikats in Basenpaare (bp), die Primerldnge in Basen (b) und die Annealing-
Temperatur.

Linge des Primer-
Nachweis Annealing
DNA- Primer Sequenz (5°-3%) Linge
fiir -Temp.
Amplifikats (b)
H;R, CCAAGAGGATGATAGA
Histamin 523bp 23b 54,7°C
Forward | GAAGTAG
-H,-
‘ H;R, | GTTCAGTGTGGAGTTG
Rezeptor 523bp 23b 54,7°C
Reverse | ATGTAG
HR TCGTGTCCTTGGCTATC
20N,
331bp AC (Yoshida et al. 2000, 19b 61,1°C
Histamin Forward
Kanda und Watanabe 2002)
-H,-
’ CCTTGCTGGTCTCGITC
Rezeptor H:R, .
331bp CT (Yoshida et al. 2000, 19b 61,1°C
Reverse
Kanda und Watanabe 2002)
H;R, GAGAAGCGCATGAAGA
203bp 20b 58,4°C
Histamin Forward | TGGT (Hegyesi et al. 2005)
- H;3- H.R AGGAGCCAGAAGGAG
Rezeptor |  203bp | GTTTC (Hegyesi et al. 20b 58,4°C
Reverse
2005)
H4R, GGTACATCCTTGCCAT
Histamin 395bp 24b 61,1°C
Forward | CACATCAT
- Hy-
! H,R, | ACTTGGCTAATCTCCTG
Rezeptor 395bp 24b 61,1°C
Reverse | GCTCTAA
60S ribo- RPL27, | CATTGATGATGGCACC
I 109bp 20b 56,4°C
somaes Forward | TCAG
Protein L27
(house- RPL27, | CTTGGCGATCTTCTTCT
109bp 20b 56,4°C
keeping) Reverse | TGC

30




Material und Methoden

4.2.5.2 PCR-Durchfiihrung

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein Verfahren mit dem definierte DNA-Abschnitte in vitro
nachgewiesen bzw. selektiv angereichert werden konnen (Saiki et al. 1985, Saiki et al. 1988).
Das Verfahren beruht dabei auf der exponentiellen Amplifikation der DNA nach thermischer
Trennung der DNA-Doppelstrange, einer spezifischen Primeranlagerung und einer DNA-
Synthese mit Hilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase.

Die Primer als Startnukleotide waren dabei sequenzspezifisch fiir das gewiinschte zu
amplifizierende Transkript und bestimmen die Lange des DNA-Amplifikats (Tabelle 1).
Zundchst wurde fiir jedes Primerpaar iiber einen PCR-Gradienten die optimale
Annealingtemperatur (Anlagerungstemperatur) bestimmt. Diese ist abhéngig von der Primer-
Liange und ihrem G/C-Gehalt. Bei jedem PCR-Experiment wurde eine Negativkontrolle

mitgefiihrt, diese enthielt die gleichen Volumina an Komponenten, jedoch keine Ziel-DNA.

Die PCR wurde in dieser Arbeit mit einem Volumen von 25ul und folgenden Bestandteilen

durchgefiihrt:
Taq PCR Master Kit 12,5ul
Primer 50pmol/ul
cDNA (100ng/ul) 2ul (Negativkontrolle: 2ul H>O)
H,O (Nuklease-frei) auf 25ul aufgefillt

> 25ul

Zu Beginn der PCR erfolgte eine kurze Denaturierungsphase, um die cDNA-Doppelstringe
voneinander zu trennen. Erst dann konnten sich die Primer an ihren komplementaren cDNA-
Einzelstrang anlagern. Mit Hilfe einer thermostabilen DNA-Polymerase wurden an den 3'-
OH-Enden der Primer bei 72°C Nukleotide angeheftet. Die fiir die Elongation bendtigte Zeit
richtete sich dabei nach der Linge des zu amplifizierenden Amplifikats. Nach jedem dieser
Elongationsschritte erfolgte erneut eine Denaturierung der entstandenen Syntheseprodukte,
gefolgt von Annealing und Elongation der spezifischen Primer. Es kam so wiahrend 36 Zyklen

zur exponentiellen Anreicherung des gewiinschten DNA-Amplifikats.
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Folgendes PCR-Programm wurde angewandt (die Schritte 2-4 wurden 36mal wiederholt):

1 Initiale Denaturierung 94°C Smin

2 Denaturierung 94°C 30sec

3 Annealing je nach Primerpaar  30sec
(siche 4.2.5.1)

4 Elongation 72°C 45sec

5 Finale Elongation 72°C 8min

6 Abkiihlung auf 4°C

4.2.5.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist ein Verfahren zur Auftrennung von Proteinen oder
Nukleinsiduren durch eine gerichtete Bewegung von negativ geladenen Ionen im elektrischen
Feld. Die Proteine oder Nukleinsduren wandern in Abhédngigkeit von der GroBe, der
Molekiilform und der Agarosekonzentration unterschiedlich schnell durch das Agarosegel und
werden aufgetrennt.

Nach Herstellung eines 1,5% Agarosegels wurde das Gel in einer Gelelektrophoresekammer
mit 1XTAE-Puffer liberschichtet. In die Geltaschen wurden die Negativkontrolle und die
amplifizierte PCR-DNA der jeweiligen Zelllinie, die vorher mit Loading Dye vermengt
wurde, und der GroBenmarker (100bp) gegeben. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 5V/em
(70V). Nach der elektrophoretischen Auftrennung der DNA-Fragmente konnte die Analyse
des Gels unter UV-Licht (302nm) durchgefiihrt werden.

4.2.6 Waestern-Blot
4.2.6.1 Probenvorbereitung

Um im Western-Blot intrazellulir gelegene Proteine zu analysieren, mussten die
Melanomzellen zunichst aufgeschlossen werden. Je Probenansatz wurden 1x10° Zellen
eingesetzt. Diese wurden mit 15ul Lysepuffer (unter anderem NP-40 sowie Protease- und
Phosphatase-Inhibitoren) 10min auf Eis inkubiert. Im Anschluss mussten die
aufgeschlossenen Zellbestandteile fiir 15min bei 14.000 x g und 4°C zentrifugiert werden, um
unldsliche Bestandteile abzutrennen. Die Uberstinde mit den zytosolischen und

membranstindigen Proteinen wurden in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal} iiberfiihrt und es
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folgte die Zugabe des 5-fachen Probenauftragspuffers. Bei 95°C konnte anschlieend das

Proteingemisch fiir Smin denaturiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt werden.

4.2.6.2 SDS-PAGE

Die SDS-PAGE dient dazu, Proteine entsprechend ihrer Grofle in einer Gelmatrix mittels
eines elektrischen Feldes aufzutrennen. Dazu wurde das Mini Protean 3 Cell System genutzt.
Durch zwei Elektroden steht eine Gleichspannungsquelle in direkten Kontakt mit der
Gelmatrix, die bei der SDS-PAGE aus Gelen auf Polyacrylamidbasis besteht.

Proteine wandern in einem elektrischen Feld entsprechend ihrer Grofle, ihrer Ladung und
ihrer Gestalt unterschiedlich schnell. Bei der SDS-Gelelektrophorese besteht das Prinzip
darin, alle Proteine mit einer Hiille aus negativ geladenem SDS zu versehen, was
Wechselwirkungen mit anderen Proteinen und Lipiden authebt. Entsprechend ihrer negativen
Ladung wandern die Proteine zur positiv geladenen Anode. Zur GréBenbestimmung der
aufgetrennten Proteine wird bei jeder Gelelektrophorese ein Proteinstandard (Precision Plus
Protein Standards) mitgefiihrt.

Nach einer von Laemmli modifizierten Methode werden die Proteine zunéchst in einem
Sammelgel (pH 6,8) zwischen Chloridionen hoher Mobilitdt als Leition und Glycin niedriger
Mobilitit als Folgeion aufkonzentriert, was als Stacking bezeichnet wird (Laemmli 1970).
Erst beim Ubertritt in das Trenngel (pH 8,8) wandern die SDS-Protein-Komplexe
entsprechend ihrer Grofe unterschiedlich schnell. Entsprechend der zu erwartenden
Proteingroe wurden 10%ige Trenngele und 5%ige Sammelgele verwendet. Nach deren
Herstellung wurden zunéchst die Glasplatten mit den Gelen in ein Mini Protean 3 Cell System
eingespannt und die so entstandene Kammer konnte mit Elektrodenpuffer gefiillt werden.
Nach dem Entfernen der Probenkimme aus den Gelen wurden 1x10° Zellen je Tasche
eingefiillt. Das Aufkonzentrieren der Proben im Sammelgel erfolgte fiir 10min bei 60mA.

Anschliefend wurde die Proteintrennung bei 80mA ca. 1h fortgefiihrt.

4.2.6.3 Western-Blot-Durchfiithrung

Nach dem Auftrennen der Proteine mittels Gelelektrophorese, folgte die Ubertragung der
Proteinbanden auf eine Polyvinylidenfluorid-Transfermembran (PVDF-Membran). Im
Anschluss daran konnen einzelne Banden mit spezifischen Antikdrpern detektiert (Towbin et
al. 1979) und {iber sekunddre Antikorper, die Meerettich-Peroxidase-konjugiert sind, mittels

eines Chemolumineszenzreagenz sichtbar gemacht werden.
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Bevor die Nitrozellulosemembran in den Transferstapel eingebaut werden konnte, musste
diese zundchst mit Methanol kurz benetzt und im Transfer-Puffer geschwenkt werden. Der
Transferstapel bestand aus dem Gel und der Membran, die vom Filterpapier und den Pads
sandwichartig umgeben sind. AnschlieBend wurde der Transferstapel in die Kassette
eingespannt, diese in eine Mini-Blot*-Apparatur gestellt und mit Transfer-Puffer vollstindig
bedeckt. Nach dem Proteintransfer bei 50V und 105min wurde die Membran fiir 1h in Net-G-
Puffer geblockt. Im Anschluss erfolgte die Inkubation der Membran mit dem priméren
Antikorper iiber Nacht bei 4°C und nach 3-maligem Waschen mit Net-G-Puffer wurde der
sekunddre Antikorper fiir 1h zu der Membran gegeben. Erneut musste die Membran 3-mal mit
Net-G-Puffer gewaschen werden bevor sie mit dem Chemolumineszenzreagenz benetzt
werden konnte, um das emittierte Lumineszenzlicht mit Hilfe des MF-ChemiBIS-Gerits

sichtbar zu machen.

4.2.7 MTT-Test (Zellproliferationstest)

Der MTT-Test ist eine Methode zur Bestimmung der Vitalitdt und des Wachstums von Zellen
nach Applikation von bestimmten Reagenzien, die das Wachstum der Zellen anregen oder
hemmen. Das schwach gelbe 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyl-Tetrazoliumbromid
(MTT) wird nach Aufnahme von den lebenden Zellen durch die Aktivitdt mitochondrialer
Dehydrogenasen in ein blau-violettes wasserunlosliches Formazansalz umgewandelt. Die
Reaktion beruht auf der Ubertragung von Wasserstoffionen durch die in metabolisch aktiven
Zellen enthaltene mitochondriale Succinatdehydrogenase auf das Tetrazoliumsalz, wodurch

der Tetrazoliumring gespalten wird und das wasserunldsliche Formazansalz in den Zellen

entsteht (Abb. 8).
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Abb. 8: Darstellung der Reduktion von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyl-Tetrazolium-
bromid (MTT) durch mitochondriale Succinatdehydrogenasen in das wasserunldsliche
Formazansalz (modifiziert nach Brescia und Banks 2009).

Je mehr vitale Zellen vorhanden sind, umso mehr MTT wird zu Formazansalz umgesetzt.
Durch das Detergenz DMSO kann das Formazansalz anschlieBend aus den Zellen freigesetzt

werden und das geloste Formazansalz wird photometrisch bestimmt.

Fiir die Durchfiithrung des MTT-Tests wurden die Zelllinien Mel Ei, Mel G, A375 und A2058
jeweils 8-fach mit 4000 Zellen pro Well auf eine 96-Well-Zellkulturplatte gesét.

Nach 4h im Kultivierungsmedium mit FCS (mit Phenolrot), in denen die Zellen anheften
konnten, wurde das Zellkulturmedium fiir die ndchsten 12h durch Kultivierungsmedium ohne
FCS (ohne Phenolrot) ersetzt, um ein besseres Ansprechen der Zellen auf die Reagenzien zu
ermOglichen. Dann erfolgte pro Zelllinie in Vierfachbestimmung die Kultivierung der Zellen
mit 200pul Kultivierungsmedium mit FCS (ohne Phenolrot) und mit dem entsprechenden
Reagenz. Die Inkubation der restlichen 4 Wells erfolgte als Kontrolle mit 200ul
Kultivierungsmedium mit FCS und ohne Reagenz. Bei den Versuchsdurchldufen mit dem
Reagenz JNJ7777120 wurde das Kultivierungsmedium der Kontrolle zusétzlich mit der
entsprechenden Menge Ethanol versetzt, da der Histamin-H,-Rezeptorantagonist JINJ7777120
in Ethanol gelost werden musste. Bei den Versuchsabldufen, bei denen die Kultivierung der
Zellen mit zwei Reagenzien erfolgte (Histamin und JNJ7777120), wurde das
Kultivierungsmedium der Kontrolle zusétzlich mit der entsprechenden Menge Ethanol und
10nM Histamin versetzt. Die Zugabe der jeweiligen Konzentration des JNJ7777120 erfolgte
dabei 1h vor der Histamin-Zugabe. Es folgte alle 24h der Mediumwechsel. Nach 72h wurde
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durch MTT-Zugabe die Kultivierung beendet und die Messung durchgefiihrt, um eine

Wachstumshemmung aufgrund einer vollstandigen Konfluenz zu vermeiden.

Es wurden folgende Reagenzien und deren Konzentrationen in 200pul Medium eingesetzt:

- Histamin 10nM, 100nM, 1uM, 10uM
- INJ7777120 100nM, 1uM, 10uM
- INJ7777120 100nM, 1uM, 10uM

mit je 10nM Histamin

- a-Methyl-DL-Histidin 3mM

Ebenso wurden je verwendeter Konzentration Leerwerte in Doppelbestimmungen ohne
Zellzugabe, aber mit ansonsten gleicher Behandlung durch Zugabe der jeweiligen
Kultivierungsmedien und anschlieBender MTT-Zugabe mitgefiihrt, um unspezifische
Farbreaktionen auszuschlieen.

Zweiundsiebzig Stunden nach der ersten Reagenzien-Zugabe erfolgte die MTT-Messung wie
folgt: Das Kultivierungsmedium wurde vollstidndig aus den Wells entfernt, jedes Well mit PBS
gewaschen und 50ul MTT je Well in einer Konzentration von 0,5mg/ml zugegeben.

Nach MTT-Zugabe erfolgte erneut eine Inkubationszeit von 3h bei 37°C, 5% CO,, in denen
das MTT innerhalb der Zellen von den mitochondrialen Dehydrogenasen in Formazan
umgewandelt wurde. Vor der Weiterbehandlung der Zellen wurden Fotographien in 10-facher
VergroBerung angefertigt. Um die wasserunldslichen Formazankristalle zu 16sen, wurde nach
der Inkubation das MTT vollstandig entfernt, anschlieBend ein DMSO/Glycinbuffer-Gemisch
(10:1,2) je Well zugegeben und die Platte auf einem Plattenschiittler bei Raumtemperatur und
250rpm fiir Smin geschiittelt. Im ELISA-Reader erfolgte anschlieBend die photometrische
Messung der optischen Dichte bei einer Wellenlinge von 550nm und einer

Referenzwellenldnge von 650nm.

Die Vitalitdt der Zellen ergibt sich aus folgender Formel und entspricht der Proliferationsrate

der Melanomzellen:

) . OD (behandelte Zellen) - OD (Leerwerte)
$Vitalitat = x100
OD (unbehandelte Zellen) - OD (Leerwerte)
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Um die Melanomzelllinien aufgrund ihres unterschiedlichen Wachstumsverhaltens
untereinander vergleichen zu konnen, wurden die jeweiligen Werte der unbehandelten
Kontrollmessungen (entspricht gleicher Zellzahl jedoch ohne Zugabe von Stimulus oder
Hemmstoff) gleich 100% gesetzt. Dementsprechend wurden die Mittelwerte der jeweiligen
Messungen verglichen zu den Kontrollmessungen ebenfalls in Prozent angegeben. Eine
Ausnahme bildet der Versuch, bei dem die Zellen mit zwei Reagenzien (10nM Histamin und
100nM, 1uM oder 10uM IJNJ7777120) gleichzeitig kultiviert wurden. In diesem
Versuchsaufbau wurde die alleinige Stimulation mit 10nM Histamin gleich 100% gesetzt, da
die Auswirkungen einer Histamin-Hs-Rezeptorantagonisierung bei externer, gleichbleibender

Rezeptorstimulation durch Histamin gepriift werden sollte.

4.2.8 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur Analyse von Zelleigenschaften, wie der
quantitativen Bestimmung von Oberflichenmolekiilen, intrazelluldren Proteinen, Peptiden
oder DNA. Das Prinzip beruht auf der Detektion von optischen Signalen, die entstehen, wenn
Zellen einzeln mit hoher Geschwindigkeit einen fokussierten Laserstrahl passieren. Je nach
Form, Struktur und Firbung der Zelle konnen anhand der optischen Emissionen
unterschiedliche Eigenschaften abgeleitet werden. Die Menge des gestreuten Lichts ist dabei
abhingig von der GroBe und Komplexitit der Zelle. So wird das Vorwirtsstreulicht (FSC)
von der GroBle der Zelle beeinflusst und das Seitwirtsstreulicht (SSC) zum Beispiel von der
Granularitét, der GroBe des Zellkerns und dem Vesikelgehalt der Zelle.

Neben der Detektion des Streulichts ist zusétzlich die separate Messung von
Fluoreszenzsignalen moglich. Dabei werden Antikrper eingesetzt, die mit Fluoreszenz-
farbstoffen markiert sind. Die Farbstoffe sind in der Lage, Licht einer bestimmten
Wellenldnge mit einem Anregungsmaximum von 480nm zu absorbieren und mit einem
farbstoffabhéngigen Emissionsmaximum zu emittieren. Die Messung und Auswertung erfolgt
mit dem FACScan, der iiber einen Argonlaser verfiigt und so einen gebiindelten Lichtstrahl
mit einer Wellenlinge von 488nm erzeugt. Uber Photomultiplier werden sowohl das
Streulicht als auch die Fluoreszenzsignale erfasst und an das angeschlossene
Computerprogramm, Cell-Quest-Pro, weitergegeben und mit dessen Hilfe ausgewertet.

Die relative mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) berechnet sich wie folgt aus der gemessenen
mittleren Fluoreszenzintensitit des PE-gekoppelten HDC-Antikdrpers und der gemessenen

mittleren Fluoreszenzintensitit des PE-gekoppelten Isotyp-Antikorpers:
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mittlere Fluoreszenzintensitdt des PE-gekoppelten HDC-Antikdrper
relative MFI

mittlere Fluoreszenzintensitdt des PE-gekoppelten Isotyp-Antikdrper

Fir die Durchfiihrung wurden die Melanomzellen 24h auf 6-Well-Platten unter oben
genannten Bedingungen kultiviert und mittels Trypsin-EDTA (1x) von der Zellkulturflasche
abgeldst. Diese Reaktion konnte durch Kultivierungsmedium gestoppt und die Zellsuspension
fiir Smin bei Raumtemperatur und 400 x g zentrifugiert werden. Anschliefend erfolgte die
Inkubation der Zelllinien in je drei Ansédtze mit jeweils 100.000 Zellen und mit 100ul
Fixationslosung (4%-Paraformaldehyd) fiir 15min bei 4°C. Es folgte das Waschen der
Zellsuspension mit 0,2% Tween 20 und die Permeabilisierung der Zellen mit 100ul 0,5%
Saponin fiir 15min bei 4°C. Nach erneutem Waschen mit 0,2% Tween 20 wurden durch die
Zugabe von 100ul 5% BSA in PBS unspezifische Bindungsstellen geblockt. Die
Zellsuspension wurde weitere 30min bei 4°C inkubiert und anschlieBend gewaschen. Pro
Zelllinie konnte anschlieBend zum 1. Ansatz der PE-gekoppelte Antikorper fiir die HDC
(1:25), zum 2. Ansatz der PE-gekoppelte Antikorper fiir den Isotyp (1:25) und zum 3. Ansatz
kein Antikérper gegeben werden. Unter Lichtausschluss und bei 4°C wurden die
Suspensionen weitere 45min inkubiert. AnschlieBend mussten die nicht gebundenen
Antikorper entfernt und die Zellsuspension zur Messung in 300-500ul PBS resuspendiert
werden.

Die Messung und Auswertung erfolgte mit dem FACScan und dem Computerprogramm Cell-
Quest-Pro. Zunichst wurden die Zellen in einem Streudiagramm dargestellt und dann je nach
Zelllinie um die Melanompopulation ein Gate gelegt um die Hintergrundsignale zu

reduzieren. Pro Messung wurden 5.000 Zellen im Gate ausgewertet.

4.2.9 Histamin-ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Der ELISA ist ein Verfahren zum Nachweis und zur quantitativen Analyse der Konzentration
von Antigenen, wie z.B. dem Histamin, in einer Probe. Das Testverfahren gehdrt zu den
enzymatischen Immunabsorptionsverfahren.

Das Prinzip des Sandwich-ELISA beruht auf zwei Antikorpern, die beide an unterschied-
lichen Epitopen eines Antigens binden. Die zu untersuchende Probe wird auf eine
Mikrotiterplatte gegeben, an der ein erster Antikorper fest gebunden ist. Ein zweiter
hinzugegebener Antikorper trigt ein Enzym, das in der Lage ist, einen anschlieend

zugegebenen Farbstoff enzymatisch umzusetzen. Diese Farbreaktion wird photometrisch
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gemessen (Abb. 9). Uber eine Standardreihe mit bekannten Antigenkonzentrationen und der
Ermittlung einer Kalibrierungskurve kann die Konzentration des gesuchten Antigens im

Anschluss quantitativ bestimmt werden.

Enzymatische Umsetzung eines

zugegebenen Farbstoffes
Enzym

sekundirer AK
9 RN ad

Antigen

gebundener AK :ﬁy 4&} {% ﬁﬁ}
- o o o

Abb. 9: Schematische Darstellung eines Sandwich-ELISA. Ein erster Antikorper ist fest an die
Reaktionsplatte gebunden. Nach Zugabe der zu untersuchenden Probe bindet dieser
Antikdrper an ein Epitop des nachzuweisenden Proteins. Ein zweiter enzymatisch
gekoppelter Antikdrper wird der Probe zugegeben und bindet ebenfalls an das zu
untersuchende Protein. Das gebundene Enzym ist nun in der Lage einen Farbstoff
umzusetzen. Diese Farbreaktion wird mittels ELISA-Reader photometrisch gemessen
(modifiziert nach Leinco Technologies, Inc 2013).

Fir die Bestimmung der basalen Histamin-Konzentration im Serumiiberstand ohne
Reagenzienzugabe mittels ELISA wurden die Zelllinien mit einer Zellzahl von initial 120.000
Zellen in Dreifachbestimmung auf 6-Well-Platten kultiviert. Nach einem 4-stiindigen
Anheften der Zellen, erfolgte iiber 12h die Inkubation in Kultivierungsmedium ohne FCS bei
37°C und 5% CO;. AnschlieBend wurde das Kultivierungsmedium ohne FCS vollstindig
abgenommen und Iml Kultivierungsmedium mit FCS zugegeben. Nach 24h wurde das
Medium der jeweiligen Dreifachbestimmung abgenommen und bei 500 x g und 4°C {iber
10min zentrifugiert, um Zellbestandteile zu entfernen. Entsprechend dem MTT-
Proliferationstest war eine ldngere Kultivierungszeit nicht mdglich, um ein Wachstum iiber
90% Konfluenz zu vermeiden. Bis zur Messung wurde das abgenommene Medium bei -20°C
aufbewahrt.

Zur Bestimmung der Histamin-Konzentration nach Hemmung der L-Histidin-Decarboxylase
mittels a-Methyl-DL-Histidin, wurden die Zelllinien ebenfalls mit einer Zellzahl von initial

120.000 Zellen in Dreifachbestimmungen auf 6-Well-Platten iiber 72h kultiviert. Die
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Kultivierung erfolgte erneut nach einem 4-stiindigen Anheften der Zellen und einer 12h
Inkubationsphase in Kultivierungsmedium ohne FCS. AnschlieBend wurden 3 Wells mit 3mM
des HDC-Inhibitors und 3 Wells ohne den Inhibitor kultiviert. Das Medium wurde alle 24h
erneuert. Nach 72h konnte das Medium der jeweiligen Dreifachbestimmungen abgenommen
und wie das abgenommene Medium der basalen Histaminkonzentration bei 500 x g und 4°C
iber 10min zentrifugiert werden. Bis zur Messung erfolgte die Aufbewahrung des

abgenommenen Mediums ebenfalls bei -20°C.

Fir die ELISA-Messung wurden zunéchst in die Acetylierungsplatte (Reaction Plate) je
100pl der mitgelieferten Standardkonzentrationen, der Qualitdtskontrolle (gebrauchsfertige
Histamin-Losung in vorgegebener Konzentration), des Leerwertes (Waschpuffer) und der
Zellkulturiiberstinde in Dreifachbestimmung pipettiert. Nach Zugabe von 25ul des
Acylierungsreagenz und 200ul des Acylierungspuffers in jedes Well erfolgte die Inkubation
fiir I5min bei Raumtemperatur auf einem Plattenschiittler. AnschlieBend wurden 25ul je Well
der Acetylierungsplatte auf die ELISA-Mikrotiterplatte gegeben und 100ul Antiserum hinzu
pipettiert. Nach 30-miniitiger Inkubation auf dem Plattenschiittler, wurden die Vertiefungen
dreimal mittels Waschpuffer gewaschen. Es folgten die Zugabe von 100ul Enzymkonjugat
(10-miniitige Inkubation) und ein erneuter dreimaliger Waschschritt, um nicht gebundenes
Enzymkonjugat vor der Zugabe des Farbstoffes (100ul) auszuwaschen. Dieser wurde in einer
15-miniitigen Inkubation unter Lichtausschluss enzymatisch umgesetzt bis die Reaktion
mittels 100ul Stopplosung je Well endete und der Farbumschlag im ELISA-Reader bei einer
Wellenlédnge von 450nm (Referenzwellenlinge 650nm) gemessen werden konnte.

Die Berechnung der Ergebnisse der Histamin-Konzentrationen erfolgte durch Abzug der
Werte, die im Zellkulturmedium mit bzw. ohne Zusatz des HDC-Inhibitors und ohne initiale
Zell-Zugabe gemessen wurden. Vermieden werden konnten somit Messfehler aufgrund der
bereits im Kultivierungsmedium vorhanden Histamin-Konzentration nach Zugabe von

fetalem Kélberserum.

4.2.10 Statistische Auswertung

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte als Mittelwerte + Standardabweichung. Fiir die
statistische Analyse der Signifikanzen wurden der Student’s t-Test oder die einfaktorielle
Varianzanalyse (ANOVA) durchgefiihrt. Verwendung fand das Datenanalyseprogramm
SPSS.
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Im MTT-Proliferationstest wurden mittels Student s t-Test die Ergebnisse einer Zelllinie nach
Stimulanzien- bzw. Inhibitor-Zugabe auf statistische signifikante Unterschiede im
Proliferationsverhalten verglichen mit der Kontrollmessung tiberpriift. AnschlieBend erfolgte
durch einfaktorielle Varianzanalyse und Bonferroni-Adjustierung der Vergleich der Zelllinien
untereinander auf statistische Signifikanzen und damit auf Unterschiede im Proliferations-
verhalten.

Die Auswertung des Histamin-ELISAs erfolgte durch den Vergleich der basalen Histamin-
Sekretion einer Zelllinie mit der Histaminausschiittung nach Zugabe des HDC-Inhibitors
durch den Student’s t-Test. Die einfaktorielle Varianzanalyse und Bonferroni-Korrektur
wurden beim Vergleich der Zelllinien untereinander in ihrer Histamin-Sekretion nach Zugabe
des HDC-Inhibitors angewendet.

Beim Vergleich der Zelllinien auf Unterschiede im HDC-Gehalt mittels fluoreszenzbasierter
Durchflusszytometrie wurden die Zelllinien untereinander durch die einfaktorielle
Varianzanalyse und anschlieBende Bonferroni-Korrektur auf statistische Signifikanzen
iiberpriift.

Signifikante Ergebnisse wurden dabei folgendermallen gekennzeichnet: * p<0,05; ** p<0,01;

**% p<0,001; n.s. = nicht signifikant.
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S Ergebnisse

5.1 Histamin-Rezeptornachweis mittels Endpunkt-PCR

Die RNA-Expression der vier Histamin-Rezeptoren fiir die Zelllinien Mel Ei, Mel G, A375
und A2058 wurde mittels Endpunkt-PCR untersucht. Zunéchst erfolgte die Isolation der RNA
aller vier Zelllinien von jeweils 2x10° Zellen, die mit Hilfe der Reversen Transkriptase in
cDNA umgeschrieben werden konnte. Mittels spezifischer Oligonukleotide wurde diese
anschlieBend in der nachfolgenden PCR amplifiziert und gelelektrophoretisch aufgetrennt.
Die Ergebnisse der RNA-Rezeptorexpression sind in Abbildung 10 dargestellt. Abbildung
10A zeigt die Expression des Histamin-H;-Rezeptors (H;R), der nach gelelektrophoretischer
Auftrennung bei einer Proteingroe von 523bp bei den Zelllinien Mel Ei, A375 und A2058 zu
erkennen ist. Die Zelllinie Mel G exprimiert den H;R nicht. Im Vergleich dazu ist in
Abbildung 10B bei allen Zelllinien auf Hohe von 331bp eine Bande zu erkennen. Somit
weisen alle Zelllinien den Histamin-H,-Rezeptor (H,R) auf. Der Histamin-Hs- und Histamin-
Hs-Rezeptor (H;R, H4R) werden ebenfalls nur von den Zelllinien Mel Ei, A375 und A2058
exprimiert. Der H3;R mit einer Bande bei 203bp und der H4R mit einer Bande von 395bp sind
bei der Zelllinie Mel G nicht nachweisbar (Abbildung 10C und 10D).

Aufgrund der RNA-Expression der Histamin-Rezeptoren wurden alle Zelllinien in den

nachfolgenden Experimenten verwendet.
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Abb. 10:  Analyse der RNA der Histamin-Rezeptoren in den Zelllinien Mel Ei, Mel G, A375 und
A2058 mittels Endpunkt-PCR: (A) Histamin-H,;-Rezeptor mit einer Bande bei 523bp, (B)
Histamin-H,-Rezeptor mit einer Bande bei 331bp, (C) Histamin-H;-Rezeptor mit einer
Bande bei 203bp und (D) Histamin-Hy-Rezeptor mit einer Bande bei 395bp. (-)
bezeichnet die Negativkontrolle mit Nuklease-freiem Wasser. Reprisentative Ergebnisse
wurden in drei unabhidngigen Versuchsdurchldufen erzielt.
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5.2 Nachweis der L-Histidin-Decarboxylase mittels Western-Blot und

Durchflusszytometrie

Die Bestimmung der intrazelluldren L-Histidin-Decarboxylase erfolgte zunédchst mittels
Western-Blot. Hierbei wurden je Probenansatz 1x10° Zellen eingesetzt.

Abbildung 11 zeigt die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse nach elektrophoretischer
Auftrennung der Proteine entsprechend ihrer Grofe und nach Markierung des HDC-Proteins
mittels spezifischer Antikdper. Entsprechend einer ProteingréB3e der HDC von 74kDa war bei

allen Zelllinien eine Bande und somit das HDC-Protein nachweisbar.

| <— [74kDa

/ / / /

Mel Ei Mel G A375 A2058

Abb. 11:  Nachweis des intrazelluliren HDC-Proteins mittels Western-Blot. Nach gelelektro-
phoretischer Auftrennung der Proteine, entsprechend ihrer Grofle, wurde die HDC mit
Hilfe eines primiren Antikdrpers markiert und anschlieBend iiber einen zweiten
Antikorper mit einem Chemolumineszenzreagenz sichtbar gemacht. Dargestellt sind die
Zelllinien Mel Ei, Mel G, A375 und A2058 mit jeweils einer HDC-Bande bei 74kDa.
Reprisentative Ergebnisse wurden in drei unabhéngigen Versuchsdurchldufen erzielt.

Zusitzlich zum HDC-Nachweis im Western-Blot erfolgte der HDC-Nachweis mittels
fluoreszenzbasierter Durchflusszytometrie. Dazu wurden die Zellen der vier Melanom-
zelllinien mit einem PE-gekoppeltem IgG-Kontrollantikérper bzw. mit einem PE-
gekoppeltem Anti-HDC-IgG-Antikorper inkubiert.

Abbildung 12A zeigt die Ergebnisse als Histogramme, in denen eine Messung jeder Zelllinie
repriasentativ  dargestellt ist. Die horizontale Achse gibt dabei die Intensitit der
Einzelmessungen wieder, die vertikale Achse die Zellanzahl. Bei fluoreszenzmarkierten
Antikorpern, wie den PE-gekoppelten Antikorpern ist die Fluoreszenzintensitit direkt
proportional zur Anzahl vorhandener Bindungsstellen. Die Isotyp-Kontrolle entspricht dabei
den auftretenden unspezifischen Bindungsstellen des Antikdrpers. Zu erkennen war, dass alle
Zelllinien intrazelluldr die L-Histidin-Decarboxylase exprimieren, da sich eine hohere Anzahl
an HDC-Bindungsstellen durch eine stirkere Intensitdt der Einzelmessungen darstellen lief3.

Abbildung 12B stellt die Ergebnisse als Mittelwert aus den Quotienten der Fluoreszenzsignale
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des PE-gekoppeltem Anti-HDC-IgG-Antikorpers und der Signale des PE-gekoppeltem IgG-
Kontrollantikérpers dar. Die Werte der relativen mittleren Fluoreszenzintensititen lagen
zwischen 1,23 und 1,38. Es lieBen sich jedoch mittels Post hoc (Bonferroni)-Analyse keine
statistisch signifikanten Unterschiede in den relativen mittleren Fluoreszenzintensititen

zwischen den Zelllinien nachweisen (Tabelle 2).
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Abb. 12: (A)

(B)

Nachweis der HDC in den Melanomzelllinien Mel Ei, Mel G, A375 und A2058.
Dargestellt sind die Histogramme der ungekoppelten (gepunktete Linie), der Isotyp-
gekoppelten (gestrichelte Linie) und der HDC-positiven (durchgezogene Linie, grau
schattiert) Melanomzellen, die jeweils iibereinander gelegt wurden. Die
Melanomzellen wurden zeitgleich ohne bzw. mit dem PE-gekoppeltem IgG-
Kontrollantikdrper und dem PE-gekoppeltem anti-HDC-IgG-Antikorper markiert. Ein
Peak entspricht 5.000 Zellen im Gate. Je mehr vorhandene Bindungsstellen die Zellen
aufweisen, umso stidrker ist die Intensitit der Einzelmessungen. Reprisentative
Ergebnisse wurden in drei unabhingigen Versuchsdurchldufen erzielt.

Nachweis  der intrazelluliren = HDC-Bildung mittels fluoreszenzbasierter
Durchflusszytometrie. Dargestellt ist der Mittelwert mit der Standardabweichung
(N=3) aus den Quotienten der mittleren Fluoreszenzintensitit (MFI) des PE-
gekoppeltem Anti-HDC-IgG-Antikorpers und der MFI des PE-gekoppeltem IgG-
Kontrollantikérpers. Dieser ergibt sich aus drei Einzelmessungen, die je Zelllinie in
drei unabhéingigen Versuchsreihen erhoben wurden.
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Tabelle 2: Vergleich der Zelllinien Mel Ei, Mel G, A375 und A2058 untereinander mittels Post hoc
(Bonferroni)-Analyse auf statistisch signifikante Unterschiede der relativen mittleren
Fluoreszenzintensitét.

Post hoc (Bonferroni)-Analyse p-value*
Mel Ei < Mel G 0,575
Mel Ei < A375 0,650
Mel Ei < A2058 1,000
Mel G <> A375 1,000
Mel G < A2058 1,000
A375 < A2058 1,000

*= p<0,05 ist signifikant

5.3 Die basale Histamin-Sekretion und Auswirkungen einer reversiblen

Inhibierung der HDC

Um die basale Histamin-Sekretion der Zellen in das umgebende Kultivierungsmedium und
den Einfluss des HDC-Hemmers, a-Methyl-DL-Histidin, auf die Histamin-Produktion bzw.
die Histamin-Abgabe zu analysieren, erfolgte die Bestimmung der Histamin-Konzentration
im Mediumiiberstand mittels ELISA. Somit wurde die autonome Histamin-Abgabe durch die
Melanomzellen als Voraussetzung fiir eine Wachstumsbeeinflussung umgebender Zellen
gepriift.

Abbildung 13 zeigt die Histamin-Konzentration nach 72h Wachstum und 24h nach dem
letzten Mediumwechsel, die die jeweiligen Zelllinien nach Kultivierung in An- und
Abwesenheit des reversiblen HDC-Hemmers, o-Methyl-DL-Histidin (3mM), ins Serum
abgegeben haben. Zu erkennen war, dass bei allen Zelllinien eine basale Histamin-Sekretion
mit Werten von 0,26ng/ml (A375), 0,28ng/ml (A2058), 0,30ng/ml (Mel Ei) und 0,48ng/ml
(Mel G) nachgewiesen werden konnte.

Nach 72-stiindiger Hemmung der HDC wies die primére Zelllinie Mel Ei eine signifikant
geringere Histamin-Konzentration im Serumiiberstand auf (0,20ng/ml, p<0,01) als die
unstimulierte Kontrolle mit einer basalen Histamin-Sekretion von 0,30 ng/ml. Ebenso war
eine signifikant geringere Histamin-Konzentration bei der Zelllinie A375 mit einem Abfall
der basalen Histamin-Konzentration von 0,26ng/ml auf 0,06ng/ml (p<0,01) zu beobachten.
Sowohl die Zelllinie Mel G als auch die Zelllinie A2058 zeigten hingegen keine signifikante
Auswirkung auf die Histamin-Abgabe nach Hemmung der HDC iiber 72h (Abbildung 13).
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Abb. 13: Dargestellt ist die basale Histamin-Sekretion (bHK) der Zellinien Mel Ei, Mel G, A375 und
A2058 sowie die Histamin-Sekretion nach Zugabe des HDC-Inhibitors, a-Methyl-DL-
Histidin, in der Konzentration 3mM. Die Inkubation erfolgte 72h auf 6-Well-Platten.
AnschlieBend wurde das iiberstehende Medium abgenommen und mittels ELISA die
Histamin-Konzentration bestimmt. Die Ergebnisse der Histamin-Konzentrationen wurden
als Mittelwerte (N=3) in ng/ml angegeben. Die Mittelwerte ergeben sich jeweils aus drei
unabhingigen Versuchsabldufen, die in Doppelbestimmungen durchgefiihrt wurden.
Verglichen mit der basalen Histamin-Konzentration sind die signifikanten Ergebnisse
folgendermallen gekennzeichnet: ** p<0,01, n.s. = nicht signifikant.

In Tabelle 3 ist der statistische Post hoc (Bonferroni)-Vergleich der Zelllinien untereinander
in Bezug auf die Histaminabgabe unter HDC-Hemmung fiir 72h dargestellt. Bei der Zelllinie
A375 konnte beobachtet werden, dass sie sich mit der stirksten Absenkung der Histamin-
Sekretion verglichen zur basalen Histamin-Sekretion von den drei anderen Zelllinien
signifikant unterscheidet. Hingegen wiesen die Zelllinten Mel Ei, Mel G und A2058
untereinander keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Histamin-Sekretion nach

HDC-Hemmung mit 3mM a-Methyl-DL-Histidin auf.
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Tabelle 3: Vergleich der Zelllinien Mel Ei, Mel G, A375 und A2058 untereinander mittels Post hoc
(Bonferroni)-Analyse auf statistisch signifikante Unterschiede in der Histamin-Sekretion
nach Hemmung der HDC mit 3mM a-Methyl-DL-Histidin iiber 72h.

Post hoc (Bonferroni)-Analyse p-value*
A375 < Mel Ei 0,016
A375 & Mel G 0,005
A375 «— A2058 0,002
Mel Ei < Mel G 1,000
Mel Ei <> A2058 0,535
Mel G < A2058 1,000

*=p<0,05 ist signifikant

5.4 MTT-Test (Zellproliferationstest)

Um die Auswirkung verschiedener Stimuli, die in die Histamin-Synthese bzw. den Histamin-
Signalweg eingreifen, auf das Wachstum von Melanomzellen zu {iberpriifen, wurden die
Zelllinien iiber 72h mit den entsprechenden, unterschiedlichen Konzentrationen der Stimuli

bzw. Inhibitoren kultiviert.

5.4.1 Stimulation mit Histamin

Um die Auswirkungen einer externen Histamin-Zugabe auf die Melanomzellproliferation zu
iberpriifen, wurde Histamin in verschiedenen Konzentrationen (10nM, 100nM, 1uM und
10uM) dem Zellkultivierungsmedium zugegeben.

Abbildung 14 stellt die durchschnittliche Proliferationssteigerung nach Histamin-Stimulation
graphisch dar. Wéhrend bei der Zugabe von 10nM Histamin bei allen vier Melanomzelllinien
eine signifikante Zellproliferation im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (100%)
nachgewiesen werden konnte mit 161% Mel Ei (p<0,01), 153% Mel G (p<0,01), 131% A375
(p<0,05) und 149% A2058 (p<0,001), zeigten nur die drei Zelllinien: Mel Ei (158%,
p<0,001), Mel G (151%, p<0,05) und A2058 (138%, p<0,001) eine signifikante
Wachstumssteigerung bei 100nM. Ebenso konnte bei den Zelllinien Mel Ei (130%, p<0,01)
und A2058 (130%, p<0,05) durch Stimulation mit 1uM Histamin eine signifikante
Proliferationssteigerung beobachtet werden. Bei Stimulation mit 10uM Histamin zeigte nur
die Zelllinie A2058 weiterhin eine signifikante Wachstumssteigerung mit einer

durchschnittlichen Proliferation von 135% (p<0,001).
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Dargestellt ist die durchschnittliche Proliferation der Zellinien Mel Ei, Mel G, A375 und
A2058 nach Zugabe von Histamin in den Konzentrationen von 10nM, 100nM, 1uM und
10uM verglichen mit der unstimulierten Kontrolle. Inkubiert wurden die Zellen in 96-Well-
Platten, dabei erfolgte alle 24h ein Mediumwechsel. Nach 72h wurde MTT hinzugegeben,
die Zellen 3h inkubiert (unter Standardbedingungen) und anschlieBend erfolgte
photometrisch bei einer Wellenldnge von 550nm (Referenzwellenléinge von 650nm) die
Messung des gebildeten Formazansalzes. Die Ergebnisse der unstimulierten
Kontrollmessungen wurden als 100% angegeben. Alle Messungen wurden als Mittelwerte
(N=3) und Standardabweichung je Konzentration dargestellt. Die Mittelwerte ergeben sich
aus drei unabhidngigen Versuchsabldufen, die jeweils als Vierfachbestimmungen
durchgefiihrt wurden. Verglichen mit der unstimulierten Kontrolle sind die signifikanten
Ergebnisse folgendermalien gekennzeichnet: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; n.s. =
nicht signifikant.
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Ein statistischer Vergleich der Zelllinien untereinander auf Unterschiede im Proliferations-
verhalten mittels Post hoc (Bonferroni)-Analyse ergab, dass bei Zugabe von 100nM die
Zelllinien Mel Ei und Mel G signifikant stirker als die ebenfalls primére Zelllinie A375
proliferierten (Tabelle 4). Die metastasierte Zelllinie A2058 zeigte bei 100nM keine
statistisch signifikanten Unterschiede im Proliferationsverhalten verglichen mit den drei
priméren Zelllinien. Die Konzentrationen 1uM und 10uM Histamin ergaben wie die Zugabe
von 10nM keine signifikanten Unterschiede im Proliferationsverhalten beim Vergleich der

Zelllinien untereinander (Tabellen nicht dargestellt).

Tabelle 4: Vergleich der Zelllinien Mel Ei, Mel G, A375 und A2058 untereinander mittels Post hoc
(Bonferroni)-Analyse auf statistisch signifikante Unterschiede in der Proliferation nach
Stimulation mit 100nM Histamin.

Post hoc (Bonferroni)-Analyse p-value*
Mel Ei < A375 0,007
Mel G < A375 0,040
Mel Ei <> Mel G 1,000
Mel Ei <» A2058 0,995
Mel G <> A2058 1,000
A375 < A2058 0,169

*=p<0,05 ist signifikant

Um die Proliferationsbeeinflussung durch Histamin zu verdeutlichen, erfolgte kurz nach der
dreistiindigen Inkubation der Zellen mit MTT die mikroskopische Darstellung (Axiovert 10)
in 10-facher VergroBerung. Tabelle 5 zeigt die vier Zelllinien Mel Ei, Mel G, A375 und
A2058 mit den Fotographien der Kontrollmessungen. Reprisentativ wurden Fotographien
einer 10nM, 1uM und 10uM Histaminstimulation angefertigt. Die Bilder zeigen deutliche
Dichteunterschiede der Zelllinien bei konzentrationsabhidngiger Stimulation mit Histamin im

Vergleich zur unstimulierten Kontrolle.

51



Ergebnisse

Tabelle 5:

10-fache VergroBerung der Zelllinien nach 3-stiindiger Inkubation mit MTT. Die
Zelllinien Mel Ei, Mel G, A375 und A2058 wurden mit einer Zellzahl von 4.000 Zellen je
Well ausgesdt. Nach 72-stiindiger Inkubation ohne bzw. mit Histamin in den
Konzentrationen 10nM, 1uM und 10uM sowie 3-stiindiger Inkubation mit MTT unter
Standardbedingungen, wurden die Zelllinien mittels Mikroskop (Axiovert 10) in 10-
facher VergroBerung fotographiert. Das zugegebene MTT wurde bereits von den
metabolisch aktiven Zellen in das unldsliche Formazansalz umgewandelt (hier zu
erkennen an den schwarzen Zytoplasmaeinlagerungen).

Kontrolle 10nM Histamin 1puM Histamin 10pM Histamin
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5.4.2 Hemmung der HDC mit dem reversiblen Inhibitor a-Methyl-DL-Histidin

Um den Einfluss des Histamin-produzierenden Enzyms, der L-Histidin-Decarboxylase, auf

die Melanomzellproliferation zu iberpriifen, erfolgte die Hemmung des Enzyms mit dem

reversiblen Antagonisten a-Methyl-DL-Histidin in der Konzentration von 3mM. Somit wird

Einfluss auf die mogliche autonome Proliferation genommen.

Wie in Abbildung 15 dargestellt, bewirkte eine Konzentration von 3mM eine signifikante

Proliferationssenkung der priméren Zelllinie Mel G. Die Zelllinien Mel Ei, A375 und A2058

zeigten keine signifikante Wachstumshemmung nach Zugabe von 3mM a-Methyl-DL-

Histidin.
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Der Vergleich der Zelllinien untereinander auf statistisch signifikante Unterschiede im
Proliferationsverhalten nach Hemmung der HDC zeigte kein unterschiedliches Proliferations-

verhalten der Zelllinien (Tabelle nicht abgebildet).
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Abb. 15: Dargestellt ist die photometrisch gemessene Absorption von wasserunloslichem Formazan
entsprechend der durchschnittlichen Proliferation der Zellinien Mel Ei, Mel G, A375 und
A2058 nach Zugabe von a-Methyl-DL-Histidin (3mM) verglichen mit der unstimulierten
Kontrolle (Kon). Die Ergebnisse der unstimulierten Kontrollmessungen wurden als 100%
angegeben. Alle Messungen wurden als Mittelwerte (N=3) und Standardabweichung je
Konzentration dargestellt. Die Mittelwerte ergeben sich aus drei unabhédngigen
Versuchsablédufen, die jeweils als Vierfachbestimmungen durchgefiihrt wurden. Verglichen
mit der unstimulierten Kontrolle sind die signifikanten Ergebnisse folgendermalien
gekennzeichnet: ** p<0,01; n.s. = nicht signifikant.

5.4.3 Hemmung des Histamin-H4-Rezeptors mit dem Antagonisten JNJ7777120

Der Histamin-Hy-Rezeptorantagonist JNJ7777120 hat eine iiber 1000-fach hohere Selektivitét
fir den H4R gegeniiber den anderen Histamin-Rezeptoren und wurde in folgenden
Konzentrationen eingesetzt: 100nM, 1uM und 10uM. Durch eine HsR-Hemmung wurde
Einfluss auf eine mogliche Beteiligung an der autonomen Melanomzellproliferation

genommen.

In Abbildung 16 ist ersichtlich, dass keine der Zelllinien bei einer Hemmung des Histamin-
Hi-Rezeptors eine  signifikante  Beeinflussung des Wachstums verglichen zur

Kontrollmessung ohne JNJ7777120-Zugabe aufwies. Ebenso konnten mittels Post hoc
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(Bonferroni)-Test keine statistisch signifikanten Unterschiede im Proliferationsverhalten beim

Vergleich der Zelllinien untereinander beobachtet werden (Tabellen nicht abgebildet).
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Abb. 16: Dargestellt ist die photometrisch gemessene Absorption von wasserunloslichem Formazan
entsprechend der durchschnittlichen Proliferation der Zellinien Mel Ei, Mel G, A375 und
A2058 nach Zugabe des Histamin-Hy-Rezeptorantagonisten JNJ7777120 (100nM, 1uM,
10uM) verglichen mit der unstimulierten Kontrolle. Die Ergebnisse der unstimulierten
Kontrollmessungen wurden als 100% angegeben. Alle Messungen wurden als Mittelwerte
(N=3) und Standardabweichung je Konzentration dargestellt. Die Mittelwerte ergeben sich
aus drei unabhidngigen Versuchsabldufen, die jeweils als Vierfachbestimmungen
durchgefiihrt wurden. Verglichen mit der unstimulierten Kontrolle sind die signifikanten
Ergebnisse folgendermalen gekennzeichnet: n.s. = nicht signifikant.
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Das Proliferationsverhalten der primiren Melanomzelllinien Mel Ei, Mel G, A375 und der
metastatischen Zelllinie A2058 nach Zugabe des Histamin-Hy-Rezeptorantagonisten
IJNJ7777120 wird verdeutlicht anhand von Bildausschnitten, die nach 3-stiindiger Inkubation
mit MTT von den 96-Well-Platten in 10-facher Vergroerung mit dem Mikroskop (Axiovert
10) gemacht wurden (Tabelle 6). Ein Vergleich der Bilder nach MTT-Inkubation zeigte, dass
die vier Zelllinien nach Zugabe des JNJ7777120 in den Konzentrationen 100nM, 1uM und
10uM keine Verdnderungen der Zelldichte verglichen mit der Kontrolle ohne JNJ7777120-

Zugabe aufwiesen.
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Tabelle 6:

10-fache VergroBerung der Zelllinien Mel Ei, Mel G, A375 und A2058 nach 72-stiindiger

INJ7777120-Zugabe und 3-stiindiger MTT-Inkubation. Die Zelllinien Mel Ei, Mel G,
A375 und A2058 wurden mit einer Zelldichte von 4000 Zellen je Well ausgesit. Alle
Zelllinien wurden nach 72-stiindiger Inkubation ohne bzw. mit dem Histamin-H,-
Rezeptorantagonisten JNJ7777120 in den Konzentrationen 100nM, 1uM und 10pM
sowie 3-stiindiger Inkubation mit MTT unter Standardbedingungen unter 10-facher
VergroBerung mit dem Mikroskop (Axiovert 10) fotographiert. Das zugegebene MTT
wurde bereits von den metabolisch aktiven Zellen in das unldsliche Formazansalz
umgewandelt (hier zu erkennen an den schwarzen Zytoplasmaeinlagerungen).

Kontrolle 100nM 1pM 10pM
JNJ7777120 JNJ7777120 JNJ7777120
ﬁk ’fr :m};on‘,? 5‘% J;'""” & !%ﬁw— P m,
Mel Ei 5
Mel G
A375
A2058
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5.4.4 Beteiligung des Histamin-H4-Rezeptors bei Histamin-Stimulation

Zusatzlich zur Stimulation der Melanomzellen mit dem Histamin-H4-Rezeptorantagonisten
JNJ7777120 in den Konzentrationen 100nM, 1uM und 10uM erfolgte die Zugabe von 10nM
Histamin zu jeder Konzentration JNJ7777120, da sich bei dieser Histamin-Konzentration die
hochste Proliferationsrate bei allen Zelllinien gezeigt hat. Somit erfolgte eine Blockade der
Histamin-Wirkung am H4R bei gleichzeitiger Histamin-Stimulation an den anderen
Histaminrezeptoren. Als Kontrollmessung dienten unter gleichen Bedingungen die
unstimulierten Melanomzelllinien und die Stimulation der Zelllinien mit 10nM Histamin ohne
Zugabe des Histamin-Hs-Rezeptorantagonisten (100%).

Abbildung 17 stellt die folgenden Ergebnisse graphisch dar. Die Zelllinie Mel Ei zeigte bei
einer Konzentration von 10uM eine signifikante Proliferationshemmung auf 76% (p<0,001)
verglichen zur Kontrollmessung. Ebenfalls unter 10uM JNJ7777120-Zugabe konnte bei der
Zelllinie A375 eine Proliferationshemmung auf 85% (p<0,05) und bei der Zelllinie A2058
eine Proliferationshemmung auf 79% (p<0,01) beobachtet werden. Es waren bei der Zelllinie
Mel G keine signifikanten Proliferationsauswirkungen erkennbar. Die Konzentrationen
100nM und 1uM des Histamin-Hs-Rezeptorantagonisten bewirkten bei keiner Zelllinie eine

signifikante Beeinflussung der Proliferation.
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Abb. 17: Dargestellt ist die photometrisch gemessene Absorption von wasserunloslichem Formazan

entsprechend der durchschnittlichen Proliferation der Zelllinien Mel Ei, Mel G, A375 und
A2058. Die Messungen erfolgten an unstimulierten Zellen (unst.) sowie nach Zugabe des
Histamin-H,-Rezeptorantagonisten JNJ7777120 (100nM, 1uM, 10uM) mit gleichzeitiger
Gabe von 10nM Histamin bzw. Stimulation mit 10nM Histamin ohne JNJ7777120-Zugabe.
Die Ergebnisse der Stimulation mit 10nM Histamin ohne JNJ7777120-Zugabe wurden als
Kontrollmessung mit 100% angegeben. Alle Messungen wurden als Mittelwerte (N=3) und
Standardabweichung je Konzentration dargestellt. Die Mittelwerte ergeben sich aus drei
unabhédngigen Versuchsabldufen, die jeweils als Vierfachbestimmungen durchgefiihrt
wurden. Verglichen mit der unstimulierten Kontrolle sind die signifikanten Ergebnisse
folgendermaflen gekennzeichnet: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; n.s. = nicht
signifikant.
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Tabelle 7 zeigt den Post hoc (Bonferroni)-Vergleich der Zelllinien untereinander bei Zugabe
von 10uM JNJ7777120 und 10nM Histamin. Nur bei der Zelllinie Mel Ei konnte verglichen
mit der Zelllinie Mel G ein signifikanter Unterschied im Proliferationsverhalten beobachtet

werden (Post hoc-Analyse fiir 100nM und 1M nicht dargestellt).

Tabelle 7: Vergleich der Zelllinien Mel Ei, Mel G, A375 und A2058 untereinander mittels Post hoc
(Bonferroni)-Analyse auf statistisch signifikante Unterschiede in der Proliferation nach
Hemmung des H4R mit 10uM JNJ7777120 bei zeitgleicher 10nM Histamin-Stimulation.

Post hoc (Bonferroni)-Analyse p-value*
Mel Ei < Mel G 0,016
Mel Ei <> A375 0,780
Mel Ei <> A2058 1,000
Mel G < A375 0,676
Mel G <> A2058 0,104
A375 < A2058 1,000

*=p<0,05 ist signifikant
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6 Diskussion

Das maligne Melanom ist eine Tumorerkrankung, die im Stadium der Metastasierung eine
infauste Prognose aufweist. Es ist daher wichtig, die regulierenden Mechanismen zu
verstehen, die eine Proliferation von Melanomzellen fordern. Die Melanomentstehung
schlieft Mechanismen ein, die es den Melanomzellen ermdglichen, autonom zu proliferieren.
AuBerdem sind sie in der Lage, sich vor regulativen, physiologischen Mechanismen des
Korpers, die eine autonome Proliferation verhindern, zu schiitzen. Die Wachstumsautonomie
der Tumorzellen wird vor allem durch die Produktion von Wachstumsfaktoren und die
Uberexpression ihrer Rezeptoren ermdglicht (Shih und Herlyn 1993, Lazar-Molnar et al.
2000, Satyamoorthy und Herlyn 2002). Zusitzlich gibt es Mechanismen, die sie vor dem
Einfluss physiologischer Wachstumsinhibitoren schiitzen. Bereits gut charakterisierte
Wachstumsfaktoren von Melanomzellen sind der basische Fibroblasten-Wachstumsfaktor
(bFGF) und CXC-Chemokine, wie Groa (growth regulated oncogene o) oder Interleukin-8
(Becker et al. 1989, Schadendorf et al. 1993, Luan et al. 1997). Ein weiterer dieser
Wachstumsfaktoren, dem eine Beteiligung an der Proliferation von Melanomzellen
zugeschrieben wird, ist das biogene Amin Histamin. Im menschlichen Organismus ist
Histamin als Gewebshormon und Neurotransmitter an der Regulation zahlreicher
physiologischer Funktionen beteiligt. Dass Histamin jedoch nicht nur im Rahmen
physiologischer Prozesse eine Rolle spielt, sondern auch als Wachstumsfaktor die
Proliferation verschiedener Neoplasien, wie dem Kolon- und dem Mammakarzinom
beeinflussen kann, konnte bereits nachgewiesen werden (Tutton und Barkla 1983, Garcia-
Caballero et al. 1988, Adams et al. 1994, Cricco et al. 1994, Medina et al. 2008). Weiterhin
kann durch den Nachweis, dass sich Melanomzellen im Histamin-Gehalt sowie in der
Expression der Histamin-Rezeptoren von Melanozyten unterscheiden, vermutet werden, dass
Histamin auch bei Melanomzellen als autonomer Wachstumsfaktor fungiert (Falus et al. 2001,
Hegyesi et al. 2005). Es gibt jedoch Widerspriiche beziiglich der Auswirkungen einer
Proliferationsbeeinflussung. Wahrend durch Histamin in niedrigen Konzentrationen (10nM)
eine Proliferationssteigerung iiber den H,R beschrieben wurde, scheint der H;R bei
Stimulation mit hohen Histamin-Konzentrationen (10uM) an einer Proliferationshemmung
beteiligt zu sein (Lazar-Molnar et al. 2002). Die Beteiligung des H4R an einer autonomen

Proliferation der Melanomzellen durch Histamin ist bisher weitgehend ungeklért.
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Damit Histamin als autonomer Wachstumsfaktor bei der Melanomzellproliferation fungieren
kann, miissten Melanomzellen in der Lage sein, ohne externen Stimulus Histamin zu
produzieren und an ihre Mikroumgebung abzugeben. Die Arbeitsgruppe um Haak-Frendscho
et al. konnte die Protein-Expression der L-Histidin-Decarboxylase in Melanomzellen
nachweisen, nicht jedoch in Melanozyten. Dabei wiesen die Melanomzelllinien primérer
Abstammung eine signifikant hohere Expression des HDC-Proteins auf als Zelllinien
metastasierter Abstammung (Haak-Frendscho et al. 2000, Darvas et al. 2003). Der in dieser
Arbeit durchgefiihrte HDC-Protein-Nachweis mittels Western-Blot und fluoreszenzbasierter
Durchflusszytometrie bestitigte, dass alle vier Melanomzelllinien die HDC intrazellulér
exprimieren. Ein Vergleich der mittleren relativen Fluoreszenzintensititen zwischen den
Zelllinien erbrachte jedoch keine statistisch signifikanten Unterschiede. Somit unterschied
sich in dieser Arbeit die metastasierte Zelllinie A2058 entgegen den Beobachtungen der
Arbeitsgruppen um Haak-Frendscho et al. sowie Darvas et al. in ihrem HDC-Protein-Gehalt

nicht signifikant von den primédren Melanomzelllinien.

Durch den Nachweis des Histamin-synthetisierenden Enzyms, der L-Histidin-Decarboxylase,
kann vermutet werden, dass Melanomzellen in der Lage sind, Histamin intrazelluldr zu bilden.
Um zu tiberpriifen, ob die Zelllinien ohne externen Stimulus in der Lage sind, Histamin in das
umgebende Kultivierungsmedium abzugeben, wurde die Histamin-Konzentration 24h nach
dem letzten Wechseln des Zellkulturmediums gemessen. Hierbei konnte davon ausgegangen
werden, dass eine hohere Histamin-Konzentration im Medium auf eine hohere Histamin-
Produktion zuriickzufiihren ist, da in der Literatur beschriebene Beobachtungen zeigten, dass
Melanomzellen Histamin nicht speichern (Darvas et al. 2003). Mittels ELISA war eine basale
Histamin-Sekretion bei allen vier Zelllinien nachweisbar. Bei den im Kultivierungsmedium
gemessenen Werten der Histamin-Konzentration ist ferner zu bedenken, dass Dy et al.
Histamin-abbauende Enzyme im fetalen Kélberserum (FCS) nachweisen konnten. FCS ist ein
Bestandteil des Kultivierungsmediums, so dass die in dieser Arbeit gemessene basale
Histamin-Sekretion geringer sein kann als die von den Melanomzellen tatsdchlich abgegebene

Histamin-Menge (Dy et al. 1982).

Bei nachgewiesener Histamin-Produktion miissen jedoch als weitere Bedingung einer
autonomen Melanomzellproliferation die Zelllinien Histamin-Rezeptoren exprimieren.
Vorausgegangene Arbeiten konnten die mRNA-Expression von Histamin-Rezeptoren anhand

von Melanomzellen und Melanomgewebe nachweisen. Dabei zeigte sich das Vorkommen

61



Diskussion

verschiedener Expressionsmuster und —héufigkeiten, die jeweils in Abhédngigkeit von der
untersuchten Zelllinie variierten (Lazar-Molnar et al. 2002, Szincsak et al. 2002, Hegyesi et
al. 2005, Massari et al. 2011). In dieser Arbeit konnte die RNA-Expression von allen vier
Histamin-Rezeptoren durch die priméren Zelllinien Mel Ei und A375 sowie durch die
metastasierte Zelllinie A2058 nachgewiesen werden. Im Unterschied zu diesen Zelllinien
exprimierte die primére Zelllinie Mel G nur den Histamin-H,-Rezeptortyp auf RNA-Ebene.

Der Nachweis, dass der H4R von Melanomzellen und Melanomgewebe auf RNA-Ebene
exprimiert wird, erfolgte erstmals im Jahr 2011 durch die Forschungsgruppe Massari et al.,
die den H4R anhand von Melanomgewebe sowie einer primdren und einer metastasierten
Melanomzelllinie nachweisen konnte (Massari et al. 2011). In dieser Arbeit exprimierten auf

RNA-Ebene drei der vier Zelllinien (Mel Ei, A375, A2058) den H4R.

Aufgrund des Nachweises der RNA-Expression von Histamin-Rezeptoren in
Melanomzelllinien, kann man vermuten, dass die Voraussetzungen gegeben sind, dass sowohl
von den Melanomzellen selbst produziertes Histamin als auch eine externe Histamin-
Stimulation Einfluss auf deren Proliferationsverhalten nehmen konnten. Welchen Einfluss
eine Hemmung der Histamin-Synthese auf die Proliferation von Karzinomen hat, konnten
bisherige experimentelle Studien verdeutlichen. Die Hemmung der L-Histidin-Decarboxylase
durch den irreversiblen Enzyminhibitor a-Fluoromethylhistidin verursachte in verschiedenen
Tumormodellen eine Proliferationshemmung (Bartholeyns und Bouclier 1984). Ebenso
konnte mit dem Einsatz spezifischer Antisense-Oligonukleotide in Melanomzelllinien eine
Proliferationshemmung bewirkt werden (Hegyesi et al. 2001). Eine Hemmung der HDC
erfolgte in dieser Arbeit mit dem reversiblen Enzyminhibitor a-Methyl-DL-Histidin. Francis
et al. wiesen die Wirksamkeit des Inhibitors in einer Konzentration von 3mM anhand einer
signifikanten Proliferationshemmung maligner Zelllinien (Gallengangskarzinome) nach
(Francis et al. 2012). Nach 72-stlindiger Inkubation mit 3mM oa-Methyl-DL-Histidin fiihrte
eine Hemmung der HDC und somit der autonomen Histamin-Produktion bei der Zelllinie
Mel G zu einer signifikant geringeren Proliferation. Die Zelllinien Mel Ei, A375 und A2058
zeigten jedoch keine signifikante Proliferationshemmung. Erginzend sollte die Durchfiihrung
eines Histamin-ELISA aufzeigen, ob eine HDC-Hemmung Einfluss auf die autonome
Histamin-Sekretion ausiibt. Nur bei den beiden primdren Zelllinien Mel Ei und A375 konnte
eine signifikante Abnahme der autonomen Histamin-Sekretion nachgewiesen werden. Es
kann angenommen werden, dass bei beiden Zelllinien die Abnahme der Histamin-Sekretion

auf eine verminderte intrazelluldre Histamin-Produktion zuriickgefiihrt werden kann. Die
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signifikant geringeren Histamin-Sekretionen beider Zelllinien spiegelten sich nicht in einer
Proliferationshemmung wider. Dies ldsst vermuten, dass die autonome Histamin-Produktion
der Melanomzelllinien keinen direkten Effekt auf das Proliferationsverhalten ausiibt. Ferner
konnte ein Grund des unterschiedlichen Ansprechens im Sekretions- und Proliferations-
verhaltens in der Kultivierungszeit liegen, die aufgrund der hohen Wachstumsrate auf 72h
beschrinkt werden musste. Man konnte mutmallen, dass nach langerer Kultivierungsdauer
eine Proliferationshemmung bei allen Zelllinien zu beobachten gewesen wire. Weitere
Griinde fiir das unterschiedliche Wachstums- und Sekretionsverhalten konnten in der
Reversibilitit des eingesetzten Hemmstoffes und der unterschiedlichen Aktivitit der HDC

von Zelllinie zu Zelllinie begriindet liegen.

Bisherige Beobachtungen durch Lazar-Molnar ef al. lassen vermuten, dass eine externe
Histamin-Zugabe die Proliferation von Melanomzellen beeinflusst. In niedrigen
Konzentrationen (10nM) konnte Histamin iiber den H,R eine Proliferationssteigerung von
Melanomzellen bewirken, wihrend in hoheren Histamin-Konzentrationen (10uM) eine
Proliferationshemmung tber den H;R berichtet wurde (Lazar-Molnar et al. 2002).
Entsprechend diesen Beobachtungen wurden im Rahmen dieser Arbeit Proliferationstests mit
Histamin-Konzentrationen von 10nM bis 10uM durchgefiihrt. Eine Stimulation mit 10nM
Histamin iiber einen Zeitraum von 72h fiihrte bei allen Melanomzelllinien zu einer
signifikanten Proliferationssteigerung mit Werten von 131% (A375) bis 161% (Mel Ei)
verglichen zur Kontrollmessung ohne externe Histamin-Stimulation (100%). Mit
ansteigenden Histamin-Konzentrationen verhielten sich die Zelllinien jedoch zunehmend
unterschiedlich hinsichtlich einer signifikanten bzw. nicht signifikanten Proliferations-
steigerung. Die vorliegenden Ergebnisse entsprechen damit den bisherigen Beobachtungen,
dass eine Histamin-Stimulation in Konzentrationen von 10nM die Proliferation von
Melanomzellen fordert. Nach Lazar-Molnar et al. ist die Proliferationssteigerung iiber den
H,R bedingt (Lazar-Molnar et al. 2002). Diese Auswirkung einer Rezeptor-Stimulation durch
Histamin kann in dieser Arbeit ebenfalls vermutet werden, da die Zelllinie Mel G, die nur den
H,R exprimiert, sich im Proliferationsverhalten nicht von den anderen Zelllinien unterscheidet
und ebenfalls eine signifikante Proliferationssteigerung aufweist.

Die durch Lazar-Molnar et al. beschriebenen Auswirkungen einer Proliferationshemmung bei
Histamin-Konzentrationen von 10uM konnten anhand der Ergebnisse dieser Arbeit nicht
gemacht werden, da bei keiner Zelllinie eine direkte Proliferationshemmung verglichen zur

unstimulierten Kontrolle beobachtet werden konnte. Jedoch konnten bei den Zelllinien Mel
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Ei, Mel G und A375 fehlende Proliferationssteigerungen bei Zunahme der Histamin-
Konzentration festgestellt werden. Mogliche Ursachen konnten in kompensatorischen
Adaptationsmechanismen oder der Mdglichkeit der Rezeptorinternalisierung liegen. Bei den
Zelllinien Mel Ei, A375 und A2058, die im Vergleich zur Zelllinie Mel G die RNA aller vier
Histamin-Rezeptoren exprimieren, sollte jedoch ferner bedacht werden, dass Histamin iiber
jeden der Rezeptoren auf die Proliferation einwirken konnte. Somit koénnten die
unterschiedlichen intrazelluldren Signalwege der Rezeptoren zeitglich mehrere Proliferations-
effekte ausiiben. In diesem Zusammenhang wire denkbar, dass die Unterschiede der
Zelllinien beziiglich der Proliferationssteigerung auf quantitative Unterschiede im

Expressionsverhalten der einzelnen Histamin-Rezeptoren zuriickgefiihrt werden konnten.

Die Rolle des H4R am Proliferationsverhalten der Melanomzellen wurde durch die
Arbeitsgruppe um Massari et al. im Jahr 2011 das erste Mal beschrieben. Es wurde die
Priasenz des H4R in einer primdren und einer metastasierten Melanomzelllinien nachgewiesen
und mittels Histamin-Hy-Rezeptoragonisten (VUF 8430, Clobenpropit) eine Proliferations-
hemmung beschrieben. Die Proliferationshemmung durch H4sR-Agonisten begriinden Massari
et al. mit der Auslésung einer gesteigerten Zelldifferenzierung und Melanogenese mit
Zellalterung (Massari et al. 2011). Um den Einfluss des H4R auf das autonome
Proliferationsverhalten der Zelllinien Mel Ei, Mel G, A375 und A2058 zu tliberpriifen, wurden
die Zelllinien iiber 72h mit dem HsR-Antagonisten JNJ7777120 inkubiert. Der H4R-
Antagonist JNJ7777120 zeichnet sich durch seine hohe Affinitit und Selektivitit zum
humanen H4R aus. Die Ergebnisse dieser Proliferationstests nach Zugabe von 100nM, 1uM
und 10pM JNJ7777120 zeigen, dass keine signifikanten Anderungen im Proliferations-
verhalten der vier Zelllinien beobachtet werden konnten. Eine Hemmung des H4sR hat somit
unter den Bedingungen einer autonomen Histamin-Produktion keinen Einfluss auf das
Proliferationsverhalten der hier verwendeten Zelllinien.

Um zu {berpriifen, ob dem H4R bei externer Histamin-Stimulation eine Rolle im
Proliferationsverhalten zuteil wird, erfolgte bei gleichzeitiger Hemmung des Histamin-Hy-
Rezeptors, die Stimulation mit 10nM Histamin. Wie erwartet, lassen sich bei der Zelllinie
Mel G in den Ergebnissen aufgrund des Fehlens des H4R keine signifikanten Proliferations-
unterschiede nachweisen. Im Vergleich zur alleinigen Histamin-Stimulation konnte bei den
Zelllinien Mel Ei, A375 und A2058 nur bei der hochsten von uns eingesetzten Konzentration
des Histamin-Hy-Rezeptorantagonisten (10uM) eine signifikante Proliferationshemmung

beobachtet werden. Eine Ursache, warum der Rezeptorantagonist erst in der hdchsten von uns
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eingesetzten Konzentration (10uM) wirkt, konnte in der hohen Histamin-Affinitét liegen, die
Histamin zu dem H4R aufweist. Somit kann der Rezeptorantagonist erst in hohen
Konzentrationen das Histamin aus seiner Rezeptorbindung verdrangen (Lim et al. 2010).

Entgegen den Beobachtungen von Massari ef al, in denen der HsR eine
Proliferationshemmung verursachte, kann in dieser Arbeit geschlussfolgert werden, dass
Histamin in Konzentrationen, die die autonome Histamin-Sekretion {libersteigt, iiber eine H4R-
Stimulation eine Proliferationssteigerung bewirkt. Ein Grund fiir die unterschiedlichen
Beobachtungen konnte im Versuchsaufbau begriindet sein. Wihrend in dieser Arbeit der H4R-
Antagonist JINJ7777120 eingesetzt wurde, erfolgte durch Massari et al. der Einsatz von H4R-

Agonisten mit anderen Affinitdten und Selektivitdten am Rezeptor.

Die oben genannten Ergebnisse legen nahe, dass Histamin unter autonomen Bedingungen nur
einen geringen Einfluss auf das Proliferationsverhalten der untersuchten Melanomzelllinien
ausiibt. Erst unter Histamin-Stimulation ist ein signifikanter Proliferationszuwachs zu
verzeichnen, der sowohl die H,R-Funktion als auch den H4R einbezieht. In diesem
Zusammenhang ist zu bedenken, dass Histamin physiologisch in hohen Konzentrationen von
Mastzellen abgegeben werden kann. Neuere Studien belegen, dass Mastzellen vor allem im
umgebenden Gewebe maligner Melanome akkumulieren (Duncan et al. 1998, Ribatti et al.
2003). Somit kann vermutet werden, dass Mastzellen mit ihrer Fahigkeit der Histamin-
Abgabe in der Lage sind, die Proliferation und Progression von Melanomzellen zu

beeinflussen.
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7 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Analyse einer autonomen und induzierten
Proliferationsbeeinflussung maligner Melanomzellen durch das korpereigene Gewebshormon
und den Neurotransmitter Histamin.

Die vorliegenden Ergebnisse bestdtigen, dass alle vier Zelllinien die Voraussetzungen einer
autonomen Histamin-Sekretion und damit die Moglichkeit einer autokrinen und parakrinen
Beeinflussung umgebender Zellen erfiillen. Zu diesen Voraussetzungen zidhlen der Nachweis
der RNA-Expression von Histamin-Rezeptoren sowie die Expression des Histamin-
synthetisierenden Enzyms, der L-Histidin-Decarboxylase, und eine autonome Histamin-
Sekretion. Ein Vergleich der Zelllinien untereinander ergibt, dass sowohl der HDC-Gehalt, als
auch die basale Histamin-Sekretion und die Rezeptor-Expression nicht von ihrer
Abstammung aus einem Primértumor oder einer metastasierten Melanomzelllinie abhéngig
sind.

Die externe Histamin-Stimulation ergibt in Ubereinstimmung mit bereits vorhandenen Daten,
dass ein Proliferationszuwachs bei allen vier Melanomzelllinien durch die Histamin-
Konzentration von 10nM, die die autonome Histamin-Produktion iibersteigt, nachgewiesen
werden kann (Lazar-Molnar et al. 2002). Dagegen bewirkt die reversible Hemmung der
Histamin-Synthese unterschiedliche Ergebnisse der Histamin-Sekretion und Proliferation im
Vergleich der vier Zelllinien untereinander. Wihrend bei drei Zelllinien das
Proliferationsverhalten nicht beeinflusst werden kann, sinkt die Histamin-Sekretion bei zwei
dieser Zelllinien signifikant ab. Dieser Effekt der Abnahme der Histamin-Sekretion wirkt sich
somit bei einer reversiblen HDC-Hemmung nicht auf das Proliferationsverhalten aus. Die
Proliferationsbeeinflussung durch das von Melanomzellen autonom produzierte Histamin ist
damit als gering einzuschétzen und riickt anhand unserer Daten als mogliche Therapieoption
in den Hintergrund. Es bleibt jedoch zu bedenken, dass Melanomzellen unter anderem durch
die Moglichkeit der autonomen Histamin-Sekretion in der Lage sind, auf parakrinem Weg
ihre Mikroumgebung so zu beeinflussen, dass diese den Tumorzellen ein Uberleben und
Wachstum ermoglicht. Denkbare Angriffspunkte sind dabei die Modulation des Immun-
systems, die Angiogenese oder die Adhdsion bzw. Metastasenformatierung.

Bei der Frage, welche Rolle der Histamin-Hs-Rezeptor im Rahmen der direkten Proliferation
austibt, kann beobachtet werden, dass eine H4R-Antagonisierung unter den Bedingungen der
autonomen Histamin-Sekretion keinen FEinfluss auf das Proliferationsverhalten der

Melanomzelllinien ausiibt. Somit kommt unter autonomen Wachstumsbedingungen dem H4R
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keine Bedeutung im Rahmen der direkten Wachstumsbeeinflussung zu. Das Proliferations-
verhalten kann erst beeinflusst werden, indem neben der H4R-Antagonisierung gleichzeitig
eine externe Histamin-Stimulation mit Konzentrationen von 10nM Histamin durchgefiihrt
wird. Unter diesen Bedingungen bewirkt eine Rezeptorhemmung eine Proliferationsabnahme.
Im Rahmen der Proliferation kommt somit dem H4R unter hoher Histamin-Stimulation die
Funktion der Proliferationssteigerung zu. Damit entsprechen die Ergebnisse nicht den bisher
in der Literatur beschriebenen Daten, die dem H4R die Funktion einer Proliferationshemmung
nachweisen (Massari et al. 2011).

Zusammenfassend verdeutlichen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass Histamin als direkter
Wachstumsfaktor die Proliferation von Melanomzellen steigern kann. Jedoch wirkt sich eine
Beeinflussung der Histamin-Synthese sowie des HsR-Signalweges unter den Bedingungen
einer autonomen Histamin-Produktion nicht auf eine Wachstumsbeeinflussung aus. Doch
auch wenn die direkte Wachstumsbeeinflussung durch Histamin unter autonomer Histamin-
Produktion nur eine untergeordnete Rolle spielt, sollte kiinftig weiterhin experimentell
untersucht werden, ob Histamin und dessen H4R im Rahmen der indirekten Wachstums-
beeinflussung durch Modulation des Immunsystems von entscheidender Rolle fiir das
Tumorwachstum von Melanomzellen ist und somit einen Angriffspunkt in den

Therapieoptionen des malignen Melanoms darstellt.
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