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Einleitung

1.1 Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion der menschlichen Haut

Die menschliche Haut ist das grof3te und schwerste Organ des Menschen. Sie besitzt eine
Flache von 1,5 bis 2 m? und steht im direkten Kontakt zur Umwelt (Jung & Moll, 2005).
Die Haut hat eine Barrierefunktion und schiitzt den Koérper vor thermischen, mechani-
schen und chemischen Reizen, verhindert den Verlust von Wasser und das Eindringen

von schéddlichen Mikroorganismen.

Die Haut wird grob in drei Schichten unterteilt; die oberste Schicht ist die Oberhaut (Epi-
dermis), die sich nochmals in Stratum corneum, Stratum granulosum und Stratum
spinosum unterteilt, darunter befindet sich die Lederhaut (Dermis), aus Stratum papillare
und Stratum reticulare, und die dritte Schicht, die Unterhaut (Subcutis), die hauptséchlich
aus Fett, Bindegewebe, Blutgefilen und Nervenfasern besteht und der Thermoregulation

dient.

Die drei Hautschichten beinhalten auch unterschiedliche Zelltypen und Komponenten mit
verschiedenen Funktionen. Somit befinden sich in der Epidermis die Keratinozyten, die
innerhalb von 28 Tagen aus epidermalen Stammzellen vom Stratum basale in apikale
Richtung proliferieren und bis zu Korneozyten terminal differenzieren, welche als abge-
storbene Zellen das mehrschichtige Stratum corneum bilden. Dadurch ist die Epidermis
ein mechanischer Schutz vor dufleren Einfliissen, und verhindert durch Vernetzung von
Lipiden den Verlust von Feuchtigkeit und Elektrolyten. Des Weiteren sind Melanozyten
in der Basalmembran der Epidermis lokalisiert, welche das Pigment Melanin produzieren,

das die Haut vor UV-Schédigung schiitzt.

Die Dermis wird durch die Basalmembran von der Epidermis abgegrenzt. Uber zahlreiche
Zapfen und Papillen sind die beiden Hautschichten miteinander verzahnt, wodurch die
Kontaktfldche, und somit auch Nahrstoffversorgung iiber Kapillargefille, vergroBert wird.
In der Dermis befinden sich die Fibroblasten, welche fiir die Synthese und Degradation
der extrazelluldren Matrix, wie z. B. Kollagen und Elastin, zustdndig sind und somit ent-
scheidend fiir die Festigkeit der Haut sind. Des Weiteren sezernieren Fibroblasten Wachs-
tums- und Entziindungsfaktoren, z. B. nach UV-Schidigung, die auch Keratinozyten in

der Epidermis erreichen und unter anderem Proliferation und Apoptose beeinflussen. Ne-
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ben den Fibroblasten gehoren auch Makrophagen, Granulozyten und Mastzellen zu den

dermalen Zellen.

Die Nervenzellen in der Haut innervieren alle Schichten und sind wichtig fiir die thermi-

sche und mechanische Wahrnehmung (Rhein & Fluhr, 2010).

Komeozyten

Epidermis
Keratinozyten
&)
" I
il a —_— epidermale =
= Stammzellen i3
[~ g
Melanozyten @
a iy
’ . Extrazellular-
Dermis : : \ Matrix

Fibroblasten

Subcutis Fett

Abb. 1.1: Schematischer Aufbau (nicht maBstabsgetreu). Querschnitt der menschlichen Haut von
der duleren Epidermis iiber die darunterliegenden Dermis und dem unterem Fettgewebe Subcutis.

1.2 UV-Strahlung und Haut

1.2.1 Das Sonnenlicht

Das elektromagnetische Spektrum der Sonnenstrahlung, das die Erdoberfldche erreicht,
reicht von ultravioletter (UV) Strahlung ab 290 nm iiber den sichtbaren Bereich (VIS —
visible) von 400-780 nm bis hin zur infraroten (IR) Strahlung von 780-1000 nm
(Abb. 1.2). Die UV-Strahlung wird nochmals in UVA (320-400 nm), bzw. UVA-1 (350—
400 nm) und UVA-2 (320-350 nm), in UVB (280-320 nm) und UVC (200-280 nm) un-
terteilt (Abb. 1.2).

Bevor die extraterrestrische als terrestrische Sonnenstrahlung auf der Erdoberfldche auf-
trifft, wird der grofite Teil der UV-Strahlung, abhéngig von der Wellenldnge, durch die
Stratosphére und Troposphire, und das dort enthaltende Ozon (O3), absorbiert. Besonders

die stark karzinogene UVC-Strahlung wird vollstindig von der Atmosphire abgefangen
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und verfiigt iiber keine physiologische Relevanz fiir den menschlichen Organismus.
Letztendliche gelangt nur ein geringer Anteil der urspriinglichen UV-Strahlung auf die
Erdoberfliche.

Durch anthropogene Spurengase, wie z. B. FCKW (Fluorkohlenwasserstoffe) und Di-
stickstoffoxid (N,0O), werden durch Energiezufuhr hochreaktive CI- und NO-Radikale
freigesetzt, die wiederum die schiitzende Ozonschicht angreifen konnen. Seit der Freiset-
zung erhohter Mengen solcher Stoffe ist die Ozonschicht an vielen Stellen der Erde be-
reits kritisch diinn geworden. Dadurch ist die UVB-Belastung angestiegen und steht im

engen Zusammenhang mit einem erhohten Hautkrebsrisiko (De Gruijl, 1999).

Ultraviolett sichtbarer Bereich Infrarot
_ _
I [ I | | |
200 300 400 500 800 1000

Wellenlange (nm)
Abb. 1.2: Schematische Auftrennung des terrestrischen Sonnenspektrums (200—

1000 nm) nach der Wellenldnge vom ultravioletten (UV) iiber den sichtbaren (VIS)
bis hin zum infraroten (IR)Bereich.

1.2.2 Absorption und Penetration von UV-Strahlung in der Haut

Voraussetzung fiir einen biologischen Effekt durch elektromagnetische Strahlung ist die
Absorption durch einen Chromophor. Chromophore sind ,,Farbtrager*, die z. B. in organi-
schen Systemen bei einer entsprechenden Wellenldnge ein Absorptionsspektrum besitzen.
Die Energie des absorbierten Lichtes entspricht dabei der Energie, die ein Elektron beno-
tigt, um von seinem hochstbesetzten Molekiilorbital (HOMO - highest occupied

molecular orbital) zum néchsten nicht-okkupierten Molekiilorbital (LUMO - lowest

10
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unoccupied molecular orbital) zu gelangen. Im biologischen System wird die UV-
Strahlung (200-350nm) z. B. von Aminoséuren, insbesondere den aromatischen Amino-
sduren Tyrosin, Phenylalanin und Tryptophan, und Nukleinsduren absorbiert. Damit das
Molekiil wieder in seinen nichtangeregten Ursprungszustand zurtickgeht wird unter ande-

rem Licht (Fluoreszenz) oder Warme freigesetzt.

Die Penetration von UV-Strahlung héngt zum einen von der Dicke der Epidermis ab, die
arealabhingig von 20-5000 um variieren kann, und zum anderen von der Wellenlédnge
(Abb. 1.3). Je groBer die Wellenlidnge ist, desto tiefer dringt die Strahlung in die Haut ein
und umgekehrt. UVC-Strahlung, die nicht die Ozonschicht durchdringt, wiirde von der
obersten Schicht der Epidermis, dem Stratum corneum, reflektiert und absorbiert werden
und weder Keratinozyten noch Fibroblasten direkt beeinflussen. Dagegen penetriert
UVB-Strahlung die gesamte Epidermis und kann auch die oberste Schicht der Dermis
erreichen. Allerdings wird sie zu einem groen Teil vom Stratum corneum reflektiert oder
von Proteinen und Nukleinsduren der Dermis absorbiert. Melanin, ein Pigment das als
Eumelanin in den Melanozyten produziert wird, absorbiert sowohl UVA- als auch UVB-
Strahlung, wobei der angeregte Zustand des Molekiils durch sogenannte innere Umwand-
lung (IC, internal conversion) in Vibration umgesetzt wird und Wirme entsteht. Durch
diesen Schutzmechanismus verringert sich die Freisetzung von Radikalen (Meredith
&Riesz 2004). Des Weiteren konnen auch Nukleinsduren (DNA 245-290 nm) und Protei-
ne (Tyrosin-/Tryptophanreste: Amax =~ 280 nm), Lipide, Karotinoide und Porphyrine als

wichtige Chromophore wirken.

UVA-Strahlung hat weniger Energie als UVB-Strahlung, aber dringt aufgrund des Ab-
sorptionsspektrums deutlich tiefer in die Haut ein und erreicht sogar den Bereich der
Subcutis. In der Epidermis wird die UVB-Strahlung tiberwiegend von Melanin und auch
Nukleinsduren absorbiert. Daher gelangt nur ein geringer UVB-Anteil in die tieferen
Schichten, wogegen UV A-Strahlung durchaus weiter in die Haut eindringt. UVB steht
auch im direkten Zusammenhang mit Immunsuppression, Prostagladin-Induktion und

Hautkarzinogenes.

11
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Stratum
corneum

Epidermis

Dermis

Abb. 1.3: Penetration der UV- und IR-Strahlung durch die Haut. Die Tiefe der Pe-
netration von elektromagnetischer Strahlung steigt mit der Wellenldnge. (Modifi-
ziert nach: Tyrell (1996) Stress-inducible Cellular Responses, Birkhduser Verlag
Basel/Switzerland)

1.2.3 Photooxidativer Stress in der Haut

UV-Strahlung induziert eine Reihe von Schiadigungen in der Haut, wobei ein bestimmter
Anteil tiber die Generierung von freien Radikalen, insbesondere reaktive Sauerstoffspezi-
es (ROS — reactive oxygen species), verlauft. Dabei entstehen oxidative DNA-Lésionen,

die wiederum zu Mutationen fithren konnen.

Mabhns et al. (2003) konnten unter Einfluss von UV A-Strahlung in vitro die Bildung von
H,0, in Zellkulturmedium nachweisen. Hierbei absorbierten Bestandteile des Zellkul-
turmediums die UV A-Strahlung und fiihrten zu einer Generierung von ROS. Die Autoren
stellten die Hypothese auf, dass das dabei entstandene Superoxid-Anion zu Wasserstoft-
peroxid dismutierte. In Zellen wird UVA-Strahlung von (Proto-)Porphyrinen, Flavinen
und einigen Chinonen absorbiert (Tyrrell, 1991). Auch bei UVB-Bestrahlung werden
nachweislich in vivo ROS gebildet. So wurden haarlose Miuse mit UVB bestrahlt und
nach nur 3 Stunden eine deutliche Zunahme an Lipidperoxidation in der Epidermis nach-

gewiesen (Fuchs & Packer, 1989; Nishi et al., 1991).

12



Einleitung

Photosensibilisatoren werden auch in der photodynamischen Therapie gegen Tumorzellen
eingesetzt. Porphyrine werden vorzugsweise von stark proliferierenden Zellen aufge-
nommen und anschlieBend durch gezielte Bestrahlung angeregt. Dabei wird iiber ver-

mehrte ROS-Bildung in den Zellen Apoptose induziert (Athar et al., 1989).

Des Weiteren hat UVB-Strahlung einen direkten Einfluss auf DNA und RNA, da Nukle-
insduren in einem Bereich von 260-265 nm ihr Absorptionsmaximum haben und somit
auch im UVB-Bereich noch als Chromophor fungieren. UVB-Strahlung induziert die Bil-
dung von Cyclobutan-Pyrimidin-Dimeren (CPD), wobei es zu kovalenten Bindung zwi-
schen zwei benachbarten Cytosinen oder Thymidinen kommt. Dasselbe gilt fiir
doppelstrangige RNA, wobei hier die kovalente Bindung zwischen zwei benachbarten
Uracilen entsteht. Die Bildung von CPDs fiihrt zu Mutationen bei der DNA-Replikation,
blockiert physikalisch die RNA Polymerase II und stoppt die Zellteilung (Moné et al.,
2001;

Donahue et al., 1994).

Neben den CPD’s kénnen auch 6-4-Pyrimidin-Pyrimidon-Photoprodukte (6-4-PP) entste-
hen. Hierbei kommt es ebenfalls zu einer Fehlpaarung zweier Pyrimidine, allerdings an
den Positionen 4 und 6 des Pyrimidin-Molekiils. Sind nach UVB-Einwirkung CPD’s ge-

neriert worden, werden DNA-Reparaturmechanismen aktiviert.

Zucker e oy
HN 5 L -
Thymin Thymin /;J\\ i S /"Q\:§Q

Zucker

64 Photoprodukt

Abb. 1.4: Beispiele von DNA-Schiden nach UV-Exposition. Aus 2 benachbarten
Thyminen kann entweder ein Thymindimer oder 6-4-Photoprodukt entstehen.
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Als weitere DNA-Schidden aufgrund von UV-Strahlungen in Zellen zdhlen oxidierte Ba-
sen (8-Oxo0-7,8-Dihydroguanin (8-0xoG) oder 8-Oxo-7,8-Dihydroadenin (8-0x0A)),
Basenmethylierungen oder Verdnderung des Zuckergeriists. Dabei kann es zu Einzel-
bzw. Doppelstrangbriichen, Basenfehlpaarung durch fehlerhafte Replikation oder

Basenverlust kommen.

1.3 Intrinsische Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies

Aerobier sind Organismen, die Sauerstoff fiir ihren Stoffwechsel bendtigen. Sie nutzen
Sauerstoff als Elektronenakzeptor und reduzieren diesen iiber mehrere Stufen zu Wasser.
Bei diesem Prozess konnen reaktive Sauerstoffspezies (ROS) entstehen (Fridovich, 1978).
Es gibt eine Reihe verschiedener Typen von reaktiven Sauerstoffspezies: z.B. Superoxid-
Radikalanion (O,¢), Wasserstoffperoxid (H,O,), Hydroxylradikal (*OH), Peroxyl-
(ROQO¢) und Alkoxylradikale (RO¢). Reaktive Sauerstoffspezies entstehen innerhalb der
Zelle unter anderem durch unvollstindige Reduktion von Sauerstoff in der
mitochondrialen Atmungskette. Beim Verbrauch des intrazelluldren Sauerstoffs entsteht
zunéchst Superoxid (O,¢"), das spontan zu H,O, disproportionieren kann. Diese Reaktion
wird auch durch Superoxiddismutasen (SOD) katalysiert. Das so entstandene Wasser-
stoffperoxid kann dann im néichsten Schritt durch die Katalase (CAT) oder

Glutathionperoxidase (Gpx) zu Wasser umgesetzt werden.

Des Weiteren kann Superoxid mit Stickstoffmonoxid reagieren und somit Peroxynitrit
(ONOQO) bilden. Stickstoffmonoxid- (NO¢) und Stickstoffdioxidradikale (NO,¢) zédhlen
zu den reaktiven Stickstoffspezies (RNS — reactive nitrogen species) und vermitteln eben-

so wie ROS oxidativen Stress (Radi et al., 1991; Radi et al., 1991a).

Intrazellulidre Schutzsysteme bilden mit den reaktiven Spezies ein Fliegleichgewicht und
verhindern Schidigungen an DNA, Lipiden und Proteinen. Uberwiegen reaktive Spezies
gegeniiber den Antioxidantien, so werden Lipide und Makromolekiile oxidiert und
oxidativer Stress entsteht (Sies, 1986; Sies, 1997). Die Akkumulation von oxidativen
Schiden in Zellen fiihrt zur Alterung und alternsabhéngigen Erkrankungen: Arterioskle-
rose, Osteoarthritis, neurodegenerative Stérungen und verschiedene Formen des Krebses

(Serri et al., 1979; Lopez-Torres et al., 1994)

In der Haut befinden sich verschiedene antioxidative Molekiile, die ROS reduzieren und

oxidative Schéadigungen weitgehend verhindern koénnen. Hierzu gehoren die bereits er-

14
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wiéhnten Superoxiddismutasen, Katalase und Glutathionperoxidasen, aber auch alpha-
Tocopherol (Vitamin E), Ascorbinsdure (Vitamin C), Glutathion S-Transferase (GST)
und Glutathionreduktase (Amstad et al., 1991; Briganti & Picardo, 2003).

2 . sSoD Gpx
Hydrochinone %C Chinone 0f ——> H,0, —> R0

“\\ C
CAT
Semichinc-m’) 0,

Fe?+

A\

b
=] = — ;
e OH
W

Zellmembran Mﬂmﬂ&
Pom—
CEREEL L Y 102

LPO 0y NO

N

ONOO-

Abb. 1.5: Schematische Darstellung der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies
und der antioxidativen Abwehr. Superoxidanionen (O,) und H,O, entstehen durch
die unvollstindige Reduktion von Sauerstoff in der Atmungskette oder unter der
Einwirkung von Fremdstoffen, wie Chinonen. O, wird entweder spontan oder unter
Katalyse durch Superoxiddismutase (SOD) zu H,0, tiiberfiihrt, das zur Bildung von
Hydroxylradikalen iiber die Fenton-Reaktion fiihren kann, was wiederum Schéden
in der Zelle verursacht. Wasserstoffperoxid wird von Glutathionperoxidasen (Gpx)
oder Katalase (CAT) zu Wasser umgesetzt. UV-Einwirkung kann direkt zu
Lipidperoxidation (LPO) fithren oder O,  generieren. Sauerstoff kann entweder in
einen angeregten Zustand, de Singulettsauerstoff ('O,), iibergehen oder zu Supero-
xid reduziert werden, das wiederum durch Verbindung mit Stickstoffmonoxid (NO)
das hochreaktive Peroxynitrit bildet.

1.4 ROS und Signaltransduktion

UV-Strahlung ist nicht nur in der Lage, Lipide, Nukleinsduren, etc. zu oxidieren und
ungerichtet Schaden zu verursachen, sondern auch Signalwege zu regulieren, wodurch
verschiedene Zielgene transkribiert werden. Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass
ROS eine Reihe von Transkriptionsfaktoren, wie z. B. AP-1 (activator protein I) und
NF-«B, induzieren kann (Dhar et al., 2002). Des Weiteren beeinflussen ROS stresssensi-
tive Kinasen, darunter auch die MAPK (mitogen-activated protein kinase). UVB induziert

die Phosphorylierung der Tyrosinkinase des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors
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(EGFR - epidermal growth factor receptor), wodurch es zu einer Aktivierung des EGFR-
Signalweges kommt und dabei ERK, p38 und JNK aktiviert werden (Maziere et al.,
2003). Durch die p38 vermittelte Stressinduktion wird wiederum das Hitzeschockprotein
(HSP) 27 phosphoryliert und verschiedene inflammatorische Signale, z. B. Interleukin-6
(IL-6) und Cyclooxygenase-2 (COX-2), induziert. Durch orale Applikation eines p38-
Inhibitors und anschlieBender UVB-Bestrahlung konnte in Méusen die UVB-verursachten

Entziindungsreaktion verhindert werden (Kim, et al., 2005).

Zum einen sind ROS in der Lage, bei nicht toxischen Konzentrationen den PI3K/Akt-
Signalweg zu inhibieren und Zelltod zu induzieren (Leslie, 2006), zum anderen kann Akt
direkt oxidiert werden, wodurch es zu einem Funktionsverlust der Kinase kommt und der
Signalweg ebenfalls unterbrochen wird (Murata et al., 2003). Auferdem besteht die Mog-
lichkeit, dass PTEN oxidiert wird und zur Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges fiihrt.
Somit kann H,O, als Stimulus fiir Akt wirken (Barthel & Klotz, 2005).

1.5 Insulin-responsive Signaltransduktion iiber

den PI3K/Akt-Signalweg

Insulin, ein Proteohormon, welches von den B-Zellen der Langerhans-Inseln in der
Bauchspeicheldriise gebildet wird, ist essentiel fiir die Regulation der Glukose-
konzentration im Blutkreislauf. Nach Nahrungsaufnahme wird vermehrt Insulin freigege-
ben, um die Glukosekonzentration im Kreislauf zu senken und den Zellen Glukose zuzu-
filhren. Als Gegenspieler ist das Hormon Glucagon bekannt, was wiederum zu einer Er-
hohung des Blutzuckerspiegels fiihrt. Diabetes mellitus ist eine Stoffwechselkrankheit,
bei der die Regulation des Glukosespiegels gestort ist und die Glukosekonzentration im
Blutkreislauf dauerhaft zu hoch ist. Diabetes mellitus wird in zwei verschiedene Diabetes
Typen unterteilt; Bei Typ I sind die B-Zellen der Langerhans-Inseln in der Bauchspei-
cheldriise zerstort, wodurch kein Insulin mehr produziert wird. Patienten mit Diabetes
Typ II weisen eine Insulinresistenz auf, wobei anfangs vermehrt Insulin ausgeschiittet

wird, allerdings die Zellen nicht mehr auf das Hormon reagieren.

Des Weiteren ist Insulin an der Regulation von Fett- und Aminosédurestoffwechsel, dem

Kaliumhaushalt, aber auch von Proliferation und Zellwachstum beteiligt.
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Der Insulinrezeptor besitzt eine extrazelluldre a-Untereinheit (135 kDa) und zwei intra-
zelluldre B-Untereinheiten (95 kDa), die tiber Disulfidbriicken miteinander verbunden
sind. Bindet Insulin oder andere Wachstumsfaktoren, wie z.B. IGF-1 und IGF-2 (insulin-
like growth factor), an die a-Untereinheit, so wird eine heterologe Autophosphorylierung
der Rezeptorkinase an Tyrosinresten der B-Untereinheiten induziert und somit das Signal

von aullen in die Zelle iibertragen (Virkaméki et al., 1999).

Phosphoinositid 3‘-Kinasen (PI3K) sind Lipidkinasen und besitzen neben einer regulato-
rischen Untereinheit (in der Regel p85, mit Varianten je Isoform) auch eine katalytische
Untereinheit (je nach Isoform, in der Regel p110 oder p101). Die p85-Untereinheit tragt
zwei Src-homology 2 (SH2)-Dominen, die phosphorylierte Tyrosinresten des Rezeptors
binden und somit die Kinase aktivieren. Des Weiteren kann die Aktivierung von PI3K
auch tiber die Bindung an ein zwischengeschaltetes Protein, das Insulinrezeptorsubstrat-1,
erfolgen. Durch die Aktivierung der PI3-Kinase wird PIP, (Phosphatidylinositol-4",5"-
bisphosphat), ein membrangebundener second-messenger, an der 3°‘-Position
phosphoryliert, wodurch PIP3 (Phosphatidylinositol-3",4",5 -trisphosphat) entsteht. Die
Entstehung von PIP3 fiihrt zur Rekrutierung sowohl der Serin/Threoninkinase Akt (PKB -
Proteinkinase B) selbst, als auch der Akt phosphorylierenden Kinasen ,,PIP3-dependent
kinase 1 (PDK-1) und ,,PIP3-dependent kinase 2 (PDK-2) an die Zellmembran. Dort
wird Akt durch PDK-1 und PDK-2 an den Stellen Thr308 und Ser473 phosphoryliert, die
notwendig sind, um eine Aktivierung der Kinase herbeizufiihren (Alessi et al., 1997). Die
aktivierte Form von Akt ist nun in der Lage, sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus
andere Signalproteine zu phosphorylieren und deren Regulation zu beeinflussen. Inhibie-
rend wirkt Akt auf Gsk3 (Glycogensynthasekinase-3), Bad, Caspase-9 und Transkripti-
onsfaktoren der FoxO-Familie, wodurch Proliferation, Zellzyklus, Stoffwechselprozesse
und Apoptose beeinflusst werden (Cardone et al., 1998; Datta et al. 1997; Ozes et al.,
1999; Wang et al., 1999).

Die Aktivierung von Akt kann durch unterschiedliche Phosphatasen verhindert werden.
So konnen zum einen Proteintyrosinphosphatasen (PTPasen), wie z. B. PTPB1, die Phos-
phorylierung des Insulinrezeptors wieder autheben (Kenner et al., 1996; Goldstein et al.,
2000). Allerdings ist Akt wiederum in der Lage, PTP1B an Ser50 zu phosphorylieren und
somit die Dephosphorylierung des Rezeptors zu verhindern, wodurch es zu einer Riick-
kopplung kommt (Ravichandran et al., 2001). Dariiber hinaus sind Lipidphosphatasen in
der Lage, in den Signalweg einzugreifen, indem PTEN (phosphatase and tensin homolog

deleted on chromosome 10) oder SHIP-2 (Src-Homology Inositol Phosphatase-2) PIP3 an
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3‘- bzw. 5°-Position dephosphorylieren und so zu PIP, abbauen (Carracedo & Pandolfi,
2008), wodurch die Signaliibertragung von PI3K auf PDK-1 und Akt unterbunden wird
(Stambolic et al., 1998; Stocker et al., 2002).

Durch Wortmannin, einen aus Penicillium wortmanni isolierten Metaboliten, kann PI3K
inhibiert werden. Dabei bindet Wortmannin spezifisch an ein Lysin im aktiven Zentrum
der katalytischen Untereinheit und blockiert die Aktivitit irreversibel (Yano et al., 1993).
LY294002 [2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-on] ist ebenfalls ein PI3K-
Inhibitor, der allerdings reversibel an die katalytische Untereinheit p110 bindet.

1.6 Stressinduzierte Signaltransduktion iiber den JNK-Signalweg

Neben der insulinvermittelten Modulation der FoxO-Transkriptionsfaktoren sind auch

reaktive Sauerstoffspezies in der Lage, die Aktivitdt von FoxO-Proteinen zu beeinflussen.

Stressinduzierte Kinasen (SAPK — stress activated protein kinase) sind Proteinkinasen
der MAP-(mitogen-activated protein)Kinase-Familie und werden durch Stressstimuli,
unter anderem auch durch UVB, aktiviert. Zu ihnen gehoéren auch die p38
mitogenaktivierten Proteinkinasen und die c-Jun-N-terminalen Kinasen JNK (Adler et al.,
1996). Oxidativer Stress fithrt zu einer doppelten Phosphorylierung von JNK an einem
Thr-Pro-Tyr-Motiv, wodurch die Kinase aktiviert wird und wiederum Zielproteine tiber
Phosphorylierung, sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma, moduliert (Kaneto et al.,
2005). Zu den Zielproteinen im Zytosol gehoren Bcel-2 und Akt, wobei Transkriptionsfak-
toren wie p53 und FoxO-Proteine, aber auch PPARYy (peroxisome proliferator-activated
receptor) im Zellkern durch aktiviertes JNK reguliert werden (Bogoyevitch & Kobe,
2000).

Anhand von FoxO4 konnte bereits gezeigt werden, dass JNK die Aminosduren Thr447
und Thr451 von FoxO4 phosphoryliert und zu einer Translokation des Transkriptionsfak-
tors aus dem Zytoplasma in den Zellkern fithrt. Wahrend eine Phosphorylierung durch
JNK zu einer Aktivierung der FoxO-Faktoren fiihrt, hat eine Phosphorylierung durch Akt
und SGK eine Inaktivierung zur Folge. (Essers et al., 2004; Oh et al., 2005). Hinzukom-
mend konnen 14-3-3 Transportproteine, die fiir den Export der FoxOs notwendig sind,

durch JNKs phosphoryliert und somit inaktiviert werden (Sunayama et al., 2005).
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1.7 FoxO-Transkriptionsfaktoren

1.7.1 FoxO-Transkriptionsfaktoren

FoxO (forkhead box class O)-Proteine sind Transkriptionsfaktoren, deren DNA-
bindendes Element am N-terminalen Ende eine helixartige Struktur, auch ,,winged-helix*-
Doméne genannt, aufweist (Kaestner et al., 2000). In Drosophila melanogaster wurde
aufgrund einer Mutation in dem Gen fkh, die eine ektopische Kopfbildung im Vorder-
und Hinterdarm zur Folge hatte, die Sequenz identifiziert (Weigel et al., 1989). FoxO-
Faktoren sind hochkonserviert und in allen Eukaryoten vorzufinden; unter anderem in
Caenorhabditis elegans als DAF-16 (abnormal dauer formation-16). Insgesamt sind
mehr als 100 Fox-Proteine in Sdugetieren bekannt und werden in Klassen von ,,A“ bis
»S unterteilt. Klasse O umfasst vier verschiedene FoxO-Transkriptionsfaktoren, die in
unterschiedlichen Geweben auch unterschiedlich stark exprimiert sind: FoxO1 (FKHR,
Forkhead in rhabdomyosarcoma), FoxO3a (FKHRL1, Forkhead in rhabdomyosarcoma-
like 1), FoxO4 (AFX, ALLI-fused-gene-from-chromosome-X) und FoxO6, wobei FoxO6
nicht ubiquitdr vertreten ist (Furuyama et al., 2000). Das urspriingliche FoxO2-Protein
wurde spéter als identisch mit FoxO3 identifiziert. FoxO5 wurde in Fischen (Danio rerio)
identifiziert und als Homolog zu FoxO3a im Menschen erkannt (Rudd et al., 2003;
Greer & Brunet, 2005).

Um die Funktion der FoxO-Proteine genauer zu untersuchen, wurde im Mausmodell alle
drei FoxO-Transkriptionsfaktoren je ein homozygoter Knockout durchgefiihrt. Die Maus-
embryonen mit einem FoxOla-Knockout starben bereits 11 Tage nach ihrer Geburt auf-
grund von Missbildungen in der GefidBentwicklung (Furuyama et al.,, 2004;
Hosaka et al., 2004), wobei Mausembryonen einer FoxO3a- oder FoxO4a-Deletion le-
bensfihig waren. Ein dreifacher Knockout im himatopoetischen System fiihrte in adulten
Tieren zu Defekten im Blutsystem und erhohten ROS-Konzentrationen im Blut

(Tothova et al., 2007).

FoxO-Transkriptionsfaktoren sind an der Regulation von Zellzyklusstopp, Apoptose,

antioxidativer Abwehr und DNA-Reparatur beteiligt (Arden, 2008).

19



Einleitung

1.7.2 Post-translationale Modulation von FoxO-Transkriptionsfaktoren

FoxO-Aktivitit wird durch eine Vielzahl von post-translationalen Modifikationen regu-
liert;  Phosphorylierung,  Acetylierung,  Ubiquitinierung, = Methylierung  und
Glykosylierung. Hierdurch wird die subzelluldre Lokalisation und DNA-Bindeaktivitét

beeinflusst.

Im Modellorganismus C. elegans wird die Modulation von DAF16, dem Ortholog zu
FoxOla, anhand des Insulin-Signalweges veranschaulicht (Lee et al., 2001). Hierbei bin-
det ein Wachstumsfaktor, Insulin oder IGF (insulin-like growth faktor) an den Insulinre-
zeptor, wobei eine Autophosphorylierung am Insulinrezeptor in der Zelle folgt, was zur
Aktivierung der PI3K und anschlieBend Akt fithrt. Akt ist nun in der Lage, FoxO im Zell-
kern an spezifischen Phosphorylierungsstellen (z. B. fiir FoxO3a: Thr32, Ser253, Ser315)
zu phosphorylieren, wodurch Chaperon-Proteine der 14-3-3-Gruppe an den Transkripti-
onsfaktor binden und FoxO aus dem Zellkern ins Zytoplasma transportieren konnen. Die
Phosphorylierung von FoxOla an Thr24 und Ser256 ist verantwortlich fiir dessen Export
(Zhao et al., 2004). Zusitzlich fiihrt die Phosphorylierung zu einer Konformations-
dnderung des Proteins und somit der Freilegung der Kernexportsequenz (NES — nuclear
export sequence). Des Weiteren verdndert 14-3-3 die Faltung von FoxO, sodass die Kern-
lokalisationssequenz verdeckt wird und eine Relokalisation in den Nukleus verhindert
wird (Obsilova et al., 2005). Im Zytoplasma werden die FoxO-Proteine ubiquitiniert und
proteasomal abgebaut (Matsuzaki et al., 2003; Plas & Thompson, 2003). Zusétzlich konn-
te gezeigt werden, dass Akt FoxO3a an Ser253 phosphoryliert und eine erhohte Translo-
kation des Transkriptionsfaktors ins Zytoplasma induziert (Brunet et al., 2009). Serum-
und Glukokortikoid-induzierbare Kinasen (SGKs — serum and glucocorticoid-inducible
kinases) werden ebenfalls iiber den PI3K-Signalweg aktiviert und kénnen FoxO3a an
Ser315 phosphorylieren, was ebenfalls zum Kernausschluss fiihrt (Brunet et al., 1999;
Pearce, 2003).
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Abb. 1.6: Schematische Darstellung der Regulation von FoxO-Proteinen. (A) Durch
die Bindung von Insulin an seinen Rezeptor (InsR) erfolgt die Aktivierung von
PI3K und Akt-Phosphorylierung durch PIP;-abhdngigen Kinasen an der Zellmemb-
ran. Akt phosphoryliert FoxO im Zellekern, wodurch das Adapterprotein 14-3-3
FoxO ins Zytoplasma transportiert und dort degradiert wird. (B) Deacetylierung von
FoxO durch die NAD'-abhingige Deacetylase SIRT wird die Bindeaktivitit seine
Zielsequenz erhoht.

Neben der Phosphorylierung ist auch Acetylierung/Deacetylierung ein Mechanismus zur
Regulation der FoxO-Aktivitidt. Das CREB (cAMP response element binding)-Protein-
Bindeprotein (CBP) ist eine Histon-Acetyltransferase (HAT), die auch andere Proteine
wie z. B. FoxOla acetylieren kann und die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors reduziert.
Zudem wird durch die Acetylierung PI3K/Akt-abhéngige Phosphorylierung ermoglicht
(Matsuzaki et al., 2005). Die Deacetylierung durch SIRT (silent information regulator 2)
an den Stellen Lys242, Lys245 und Lys262 hebt die Acetylierung durch CBP wieder auf
und fiihrt zu einer Aktivititssteigerung von FoxOla (Daitoku et al., 2004).

Zusitzlich wird durch H,0,-Behandlung eine vermehrte Acetylierung von FoxO-
Transkriptionsfaktoren durch den Proteinkomplex p300/CBP (Histon-Acetyltransferasen)
induziert. Fine Behandlung mit Insulin und H,O, hatte keinen Einfluss auf die
Acetylierung von FoxO4 und deutet darauf hin, dass die FoxO-Modulation iiber die
PI3K/Akt-vermittelte Phosphorylierung dominanter ist gegeniiber der Acetylierung
(van der Horst et al., 2004).
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Abb. 1.7: Schematische Darstellung der FoxO-Proteine und ihrer Phosphorylie-
rungs- bzw. Acetylierungsstellen, modifiziert nach van der Armando & Burgering
(2007). Uber die Forkhead-Domine bindet der Transkriptionsfaktor an seine spezi-
fische Promotorregion und induziert die Transkription bestimmter Zielgene. NLS
(nuclear localisation sequence) und NES (nuclear exclusion sequence) bestimmen
die subzelluldre Lokalisation der FoxOs.

1.7.3  FoxO Zielgene und deren Bedeutung

FoxO-Transkriptionsfaktoren binden an ihre spezifische Zielsequenz (5’TTGTTTAC3")
(Furuyama et al., 2000) und sind in der Lage, sowohl induzierend als auch reprimierend
auf eine Vielzahl von unterschiedlichen Zielgenen zu wirken. Diese regulieren unter an-
derem Zellzyklus, Apoptose, Glukosemetabolismus und die antioxidative Abwehr der

Zellen.

Zur Abwehr gegen oxidativen Stress induzieren FoxO-Proteine Mangan-Superoxid-
dismutase (MnSOD) und Katalase zum Abbau reaktiver Sauerstoffspezies (Huang &
Tildall, 2007). Sowohl extrinsischer als auch intrinsischer Stress fithren zu DNA-
Schidden, wodurch wiederum FoxO aktiviert werden konnen und die Expression von
Gadd45a (growth arrest and DNA damage response gene product of 45 kDa) induziert
wird. Unter oxidativem Stress verhindern Gadd45a und Cyclin G2 den Ubergang von der
Zellzyklusphase G2- zu M-Phase, was zu einem Zellzyklusstopp fiithrt. In dieser Zeit
werden DNA-Reparaturmechanismen initiiert (Furukawa-Hibi et al., 2002; Tran et al.,
2002). Des Weiteren konnte durch eine Uberexpression von FoxO-Proteinen in
immortalisierten Mausfibroblasten gezeigt werden, dass vermehrt KIP1 (kinase inhibitor
protein p27, p27“"") induziert wird. Dieses Protein inhibiert die Aktivitit von

cyclinabhéngigen Kinasen und fiihrt ebenfalls zu einem Zellzyklusstopp, hier allerdings
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von der G1- in die S-Phase (Collado et al., 2000; Medema et al., 2000). In Abwesenheit
von Wachstumsfaktoren werden FoxO-Proteine im Zellkern lokalisiert und induzieren die

Expression von p21VA™! (¢cyclin-dependent kinase inhibitor 14 ) (Huang & Tildall, 2007).

Dariiber hinaus sind FoxO-Transkriptionsfaktoren nicht nur in der Lage, den Zellzyklus
zu unterbrechen, sondern auch Apoptose einzuleiten. Demzufolge kann auch eine Uber-
expression von FoxO-Proteinen zu einer Induktion von FasL (Fas-Ligand) fiihren und
Apoptose auslosen (Zheng et al., 2000; Dijkers et al., 2002). Als weitere FoxO-Zielgene,
die ebenfalls Zelltod induzieren, zdhlen Bim (Bc/2-interacting mediator of cell death) und

TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) (Huang & Tildall, 2007).

Neben der antioxidativen Abwehr regulieren FoxO-Transkriptionsfaktoren die Bildung
von Proteinen des Glukosestoffwechsels. Durch Insulinbehandlung wird die Expression
von Go6Pase (Glukose-6-Phosphatase) und auch PEPCK (Phosphoenolpyruvat-
Carboxykinase), die Reaktionsschritte der Gluconeogenese katalysieren, inhibiert
(Schmoll et al., 2000). Ebenso wird IGFBP-1 (Insulin-like growth factor binding
protein 1) durch FoxO-Proteine induziert, was IGF (Insulin-like growth factor) bindet und
zu einer Verldangerung der Halbwertszeit von IGF fiihrt (Guo et al., 1999).

1.7.4 FoxO-Proteine und Co-Regulatoren

FoxO-Transkriptionsfaktoren wirken nicht nur alleine auf bestimmte Zielgene, sondern

wirken auch in Zusammenarbeit mit anderen Co-Faktoren.

PGC-1a (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator I-alpha) ist ein
Transkriptions-Co-Aktivator und sowohl an der Regulation antioxidativer Abwehrmecha-
nismen als auch mitochondrialer Biogenese beteiligt (St-Pierre et al., 2006). In murinen
Endothelzellen und Fibroblasten konnte eine direkte Abhédngigkeit von FoxO3a-
Zielgenen, die an der antioxidativen Abwehr beteiligt sind, durch PGC-1a nachgewiesen
werden. Eine Deletion von PGC-1a hatte zur Folge, dass die Expressionsrate dieser
Zielgene deutlich reduziert war und in Folge dessen die ROS-Spiegel zunahmen. Des
Weiteren beeinflusst FoxO3a die Expression von PGC-1a und es kommt somit zu einer
Autoregulation von FoxO3a/PGC-1a (Valle et al., 2005; Olmos et al., 2009). Zudem

wurde in Rattenleberzellen gezeigt, dass FoxOla die Promotoraktivitit von
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Selenoprotein-P, ein weiteres Zielgen der FoxO-Faktoren, induziert und durch Uberex-

pression von PGC-1a noch zusitzlich gesteigert wird (Speckmann et al., 2008).

B-Catenin, ein wichtiger Moulator im Wnt (wingless Int)-Signalweg, steht im engen Zu-
sammenhang mit der Entstehung von Darmkrebs und inflammatorischen Prozessen. Es ist
in der Lage, direkt an FoxO-Proteine zu binden und die FoxO-Aktivitit zu steigern. So
wurde anhand des Modellorganismus C. elegans gezeigt, dass ein Verlust des f-Catenin
Orthologen BAR-1 die Expression des DAF-16 Zielgens sod3 verringert war
(Essers et al., 2005).

1.7.5 FoxO-Transkriptionsfaktoren und Alterung

Bereits in C. elegans wurde beobachtet, dass unter bestimmten dufleren Bedingungen die
postembryonale Entwicklung der verschiedenen Larvenstadien (L1-L4) unterbrochen
werden kann, und so eine lingere ,,Uberdauerung® der Larve begiinstigt wird. DAF-16
spielt hierbei eine zentrale Rolle, ob die Embryogenese unterbrochen wird oder nicht
(Cassada & Russel, 1975). Des Weiteren fiihrt der Verlust von DAF-2 durch Mutation des
Gens daf-2, Ortholog zum Insulinrezeptor, oder des age-/-Gens (Ortholog der PI3K) zu
einer Verdopplung der Lebensspanne (Kenyon et al., 1993).

Im Modellorganismus Drosophila melanogaster konnte gezeigt werden, dass eine Akti-
vierung von dFOXO die Lebensspanne um ca. 50 % verldngert, Korperfett reduziert und

die Stressresistenz steigert (Hwangbo et al., 2005).

Aber nicht nur das direkte Eingreifen in den Signalweg moduliert FoxOs, sondern auch
die Zufuhr bzw. Abstinenz von Nahrung beeinflusst die Regulation der FoxO-
Transkriptionsfaktoren tiber den Insulinsignalweg. Bereits 1935 beobachtete McCay et
al., dass durch Kalorienrestriktion (caloric restriction) die Lebensspanne von Nagetieren

verlangert und eine Vielzahl von alternsabhéngigen Erkrankungen vermindert werden

kann (Weindruch & Walford, 1988).

In einer Studie von 2008 wurden Probanden mit chronischen Erkrankungen (z. B. Diabe-
tes Typ II, Krebs, Herz-/Kreislauf-Beschwerden) mit gesunden Probanden hinsichtlich
des Insulinsignalweges und den involvierten Genen analysiert. Dabei wurden drei
Einzelnukleotidpolymorphismen (SNP - single nucleotide polymorphism) im Gen von

foxo3a in dlteren gesunden Probanden beobachtet. Des Weiteren erhohte die SNPs die
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Lebenserwartung der Probanden und diejenigen, die einen nicht so stark ausgeprigten
Genotyp hatten, neigten im Alter zu vermehrt chronischen Erkrankungen (Willcox et al.,

2008).

In einer weiteren unabhingigen Studie wurden in 1700 Hundertjdhrigen sogar 16 ver-
schiedene SNPs im Gen von foxo3a nachgewiesen. Ein Vergleich zwischen jungen Pro-
banden, alten Menschen unter 100 Jahren und Hundertjdhrigen zeigte, dass vermehrt bei
den Hundertjdhrigen SNPs fiir FoxO3a auftraten und mit Langlebigkeit in Zusammen-
hang gebracht wurden. Ahnliche Untersuchungen fiir FoxO1la, FoxO4 und FoxO6 konn-
ten keine Einzelnukleotidpolymorphismen aufzeigen, die mit dem Alter korrelieren

(Flachsbart et al., 2009; Kleindorp et al., 2011).

1.8 Sirtuine

Sirtuine  (SIRT-Proteine) sind NAD’ (Nicotinamidadenindinukleotid)-abhingige
Deacetylasen und ADP(Adenosindiphosphat)-Ribosyltransferasen, die in den 90er Jahren
erstmals in Saccharomyces cerevisiae beschrieben worden sind. Sirtuine sind Histon-
Deacetylasen (HDAC) der Klasse III, wobei die Lysinreste von Proteinen deacetyliert
werden und die Acetylgruppe auf den 2¢- oder 3‘-Rest der Ribose von NAD" iibertragen
wird. Durch Histon-Deacetylierung bindet vermehrt Chromatin an die Histone, wodurch
einige Chromatinbereiche unerreichbar fiir Replikation, Rekombination und Transkription
werden. Nach der Deacetylierung verbleiben als Reaktionsprodukt nur noch das
deacetylierte Protein, Nicotinamid und O-Acetyl-ADP-Ribose (Blander & Guarente,
2004; Sauve et al., 20006).

Sirtuine sind hochkonservierte Enzyme, die in allen Eukaryoten vorkommen, wobei
SIRT1 ein Homolg zu sir2 aus der Hefe ist. Sdugetiere exprimieren sieben verschiedene
Sirtuine (SIRT1 — SIRT7), welche unter anderem durch ihre unterschiedliche subzelluldre
Lokalisation auch unterschiedliche Funktionen tibernehmen (Haigis & Guarante, 2006).
SIRT1, SIRT6 und SIRT7 sind im Nukleus lokalisiert, wodurch sie Einfluss auf DNA-
Reparatur, Transkription, Zellzyklus und Stressresistenz nehmen. SIRT3 — 5 sind in den

Mitochondrien vertreten und regulieren metabolische Prozesse (Michan & Sinclair,

2007).

SIRT]1 ist das meistbeschriebene Sirtuin und kann wie SIRT2 sowohl im Nukleus als auch

im Zytoplasma lokalisiert sein (North & Verdin, 2007; Tanno et al., 2007). Neben der
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Histon-Deacetylierung werden noch weitere Proteine, wie z. B. p53, p73, FoxO oder
NF-kB, von Sirtuinen deacetyliert und somit Transkription, Apoptose oder metabolische
Prozesse beeinflusst. Es ist beschrieben, dass SIRT1 den Tumorsupressor p53
deacetyliert, wodurch Apoptose und DNA-Reparaturmechanismen inhibiert werden, was
als problematisch fiir die therapeutische Krebsbehandlung gilt (Olmos et al., 2010). Des
Weiteren deacetylieren SIRT1 und SIRT2 FoxO-Proteine. FoxOla und FoxO4 werden
durch Deacetylierung aktiviert und die Expression von MnSOD sowie GADDA45 induziert
(Tran et al., 2002; Furukawa-Hibi et al., 2002). Des Weiteren wurde eine direkte Interak-
tion zwischen SIRT1 und FoxO3a durch oxidativen Stress beschrieben. Durch Hitze-
schock, H,0O,- oder Menadion-Behandlung wurde die Translokation von FoxO3a aus
dem Zytoplasma in den Zellkern induziert, allerdings nicht mit IGF-1 oder UV-Strahlung
(Brunet et al., 2004). AuBBerdem konnte durch Aktivierung mit Resveratrol-Behandlung
eine FoxO-abhingige Steigerung der Gluconeogenese nachgewiesen werden (Frescas et
al., 2005). Zusitzlich fiihrt eine Inhibierung von SIRT2 durch Sirtinol oder Nicotinamid

zu einer erhohten Apoptoserate (Cong et al., 2008).

Dadurch werden Sirtuine, und damit verbunden FoxO-Regulation, mit der Verldngerung
der Lebensspanne in Verbindung gebracht. Allerdings konnte auch gezeigt werden, dass
SIRT1 inhibierend auf FoxO-Transkriptionsfaktoren wirken kann (Motta et al., 2004).
Dennoch konnte anhand vieler Studien gezeigt werden, dass Sirtuine zu einer Aktivitits-
steigerung der FoxO-Proteine und auch deren Zielgene fithren (van der Horst et al., 2004;

Brunet et al., 2004; Daitoku et al., 2004).
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1.9 Fragestellung

FoxO-Transkriptionsfaktoren sind an verschiedenen alternsrelevanten zelluldren Prozes-
sen beteiligt, darunter die Kontrolle der Expression von Genen zur Regulation von Zell-
zyklusstopp, Apoptose, antioxidativer Abwehr, Proliferation, Energiestoffwechsel und
DNA-Reparatur (Greer & Brunet 2005). Die Modulation der FoxO-Proteine wurde an-
hand unterschiedlichster Stressstimuli, wie z. B. Schwermetallionen (Eckers et al., 2009),
bereits beschrieben, jedoch ist iiber die Expression und Aktivitit von FoxO-
Transkriptionsfaktoren unter UVB-Einfluss in humanen dermalen Fibroblasten nichts

bekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Wirkung von UVB-Strahlung auf Transkriptionsfak-

toren der FoxO-Familie in Hautzellen untersucht. Es sollten

1) die Expressionsmuster der FoxO-Isoformen FoxOla, 3a und 4 sowie der
SIRT-Isoformen SIRT1 — SIRT7 analysiert werden

i1) Anderungen von FoxO-Expressionsmuster und -Aktivitit unter Einfluss sub-
toxischer UVB-Bestrahlung sowie die Rolle des PI3K/Akt-Signalweges unter-

sucht werden

i) unterschiedliche in vitro-Alternsmodelle hinsichtlich ihrer FoxO-Expressions-

muster im Alter verglichen werden
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2. Material und Methoden

Die verwendeten Materialen und Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von
Sigma-Aldrich (Miinchen), Merck (Darmstadt) oder Roth (Karlsruhe) bezogen und mit
Reinstwasser aus einer MilliQ-Anlage (Millipore, Eschborn) verwendet. Die Einmalge-
brauchsmaterialien der Zellkultur wurden von Greiner Bio-One (Frickenhausen), Eppen-

dorf (Hamburg) und Nunc (Thermo Scientific, Langenselbold) bezogen.

2.1 Zellkultur

2.1.1 TIsolation epidermaler Zellen

Fiir die Isolation epidermaler Zellen aus unterschiedlichen Arealen (z. B. Bauch, Brust,
Lid, Ohr) wurden Biopsien zundchst von Haaren und Fett gesdubert und in kleine Quadra-
te geschnitten. AnschlieBend wurden die Hautstiicke zur oberfldchlichen Sterilisation kurz
in 70 % Ethanol getaucht, dann in zwei Schritten mit PBS (phosphate buffered saline)
gewaschen und fiir 2 Std. bei 37°C in Dispase (PAA, Pasching, Osterreich) inkubiert.
Danach wurde die Epidermis von der Dermis mit einer Pinzette abgelost und in frisches
PBS iiberfiihrt. Die Dermisstiicke wurden in einer 6-Loch-Platte ca. 20 Min. angetrocknet
und dann mit Zellkulturmedium (s. 2.1.2) beschichtet.

Die Epidermis wurde nach der Trennung von der Dermis in Trypsin-EDTA-L6sung
(PAA) tiberfiihrt und fiir 5-10 Min. bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Zellen mittels
Triturieren vereinzelt und die Trypsinaktivitdt durch Zugabe von Stopp-Medium [PBS,
Penicillin/Streptomycin (100 U/ml bzw. 0,1 mg/ml), 10 % FCS (fetal calf serum, PAA)]
abgestoppt. Die Zellsuspension wurde bei 1000 rpm fiir 5 Min. zentrifugiert, anschlieSend
das Zellpellet in Keratinozytenmedium (KGM-2, Lonza, Basel, Schweiz) resuspendiert

und in eine Zellkulturflasche tiberfiihrt.

2.1.2  Anzucht von Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zum einen primére Hautfibroblasten aus Vorhaut (ent-
nommen an der Universitdtsklinik Diisseldorf; Quelle: Dr. Peter Schroder, IUF) und aus

Hautbiopsien Probanden unterschiedlichen Alters (Quelle: Dr. G. M. Mubhr, Beiersdorf
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AG, Hamburg), zum anderen die Keratinozytenzelllinie HaCaT, immortalisierte humane
Keratinozyten aus der distalen Peripherie eines Melanoms (Quelle: Dr. P. Boukamp, Hei-

delberg), verwendet.

Beide Zelltypen wurden in Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM mit 1 g/l Glu-
kose, PAA), versetzt mit 10 % (v/v) fotalem Kaélberserum (FCS), 2 mM L-Alanyl-L-
Glutamin (GlutaMax -1, Gibco, Invitrogen, Karlsruhe) und Penicillin/Streptomycin
(100 U/ml bzw. 0,1 mg/ml), in einem Brutschrank (Heraeus, Hanau) unter wasserdampf-
gesittigter Atmosphire und einem CO;-Gehalt von 5 % (v/v) bei 37°C kultiviert. DMEM
ohne FCS wurde als FCS-freies bzw. serumfreies Medium oder 0 %/DMEM bezeichnet.

Zum Waschen kultivierter Zellen wurde PBS (phosphate buffered saline, PAA, 140 mM
NaCl; 11,5 mM Na,HPOg; 2,7 mM KCI; 1,8 mM KH,POy4; pH 7,4) verwendet.

Zum Passagieren oder Einfrieren wurden die Zellen bis zu einer Konfluenz von ca. 80 %
herangezogen, mit PBS gewaschen und mit 17 pl Trypsin-EDTA-L6sung (0,5 mg/ml) je
cm’ inkubiert. Nach Ablosen der Zellen unter mikroskopischer Beobachtung wurde die
Trypsinaktivitdt durch Zugabe von Zellkulturmedium abgestoppt, die Zellen resuspendiert

und verdiinnt in Zellkulturflaschen oder —schalen tiberfiihrt.

2.1.3 Finfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren von Zellen wurde nach der Trypsinierung (s. 2.1.2) die Zellsuspension bei
1000 g fiir 2 Min. zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Zellpellet in Einfriermedium
[Zellkulturmedium, 20 % FCS, 10 % DMSO (Dimethylsulfoxid)] resuspendiert und bei -
80°C oder in fliissigem Stickstoff eingefroren. Dabei wurden Zellen einer vollbewachse-
nen 175 cm?-Zellkulturflasche auf drei Gefrierrshrchen aufgeteilt oder 10° Zellen pro ml

eingefroren.

Eingefrorene Zellen wurden durch Zugabe von vorgewdrmtem Zellkulturmedium rasch
aufgetaut und in eine Zellkulturflasche iiberfiihrt. Nach ca. 4 Std., nachdem die Zellen
adhédriert waren, wurde das Medium ausgetauscht, um abgestorbene Zellen und das

DMSO des Einfriermediums zu entfernen.
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2.1.4 UVB-Behandlung von Zellen

Fir die Behandlung mit UVB wurden Zellen in 96-, 24- oder maximal 6-Loch-
Zellkulturschalen bis zu einer Konfluenz ca. 80 % herangezogen. GroBere Kulturschalen
hétten eine gleichméBige Bestrahlung der gesamten Zellflache nicht zugelassen. Vor der
Bestrahlung der Fibroblasten wurde das UV-Bestrahlungsgerit Oriel (Lot Oriel Gruppe,
Darmstadt) mit einer 1600 W Xenon Kurzbogenlampe (ozonfrei, Modell Nr. 62711 von
Newport, Stratford, USA) mit dem entsprechenden UVB-Filter (Spezialanfertigung:
,UVB-Bandpassfilter von Tafelmaier Diinnschicht Technik GmbH, Rosenheim) nach
einer Vorlaufzeit von ca. 15 Min. mittels UV-Meter (IL1700 Research Radiometer,
InternationalLight Technologies, Massachusetts USA) vermessen und so die Bestrah-
lungsdauer zum Erreichen einer Dosis von 100 J/m? ermittelt. Der Filter ldsst nur die
Wellenldngen im UVB-Bereich (A = 280-320 nm) hindurch, wobei ein Emissionsmaxi-
mum bei A = 310 nm erreicht wird. Ein geringer Teil an UVA-Strahlung ist nicht vollig
auszuschlielen, aber in Anbetracht der eingesetzten geringen UVB-Dosis und somit rela-
tiv kurzen Bestrahlungsdauer vernachldssigbar. Die Expositionszeit fiir eine bestimmte

Dosis wurde folgendermallen berechnet:
Expositionszeit [s] = Dosis [J/m’] / (10 x Strahlungsintensitit [mW/cm?])

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und durch eine diinne Schicht PBS (100 pl/cm?)
bestrahlt bzw. im Falle der Kontrollen lediglich ohne UVB-Behandlung unter PBS
inkubiert. Im Anschluss wurde das PBS entfernt und die Fibroblasten in Zellkulturmedi-

um bei 37°C weiter inkubiert.

2.1.5 Verwendung von Inhibitoren

Fiir die Verwendung der PI3K-Inhibitoren Wortmannin und LY294002 (Sigma Aldrich)
wurden Fibroblasten fiir Western-Blot Analysen in 6-Loch-Zellkulturplatten und fiir Re-
portergenanalysen in 24-Loch-Zellkulturplatten ausgesédt. Um eine Endkonzentration von
100 nM Wortmannin und 20 uM LY294002 zu erreichen, wurden die Inhibitoren in Zell-
kulturmedium verdiinnt und fiir 30 Min. auf den Zellen prdinkubiert, bevor eine UVB-

Behandlung folgte.
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2.1.6  Viabilititsbestimmung nach UVB-Behandlung

Zellviabilitdt wurde mittels WST-1 Cell Proliferation Reagent (Roche) nach Angaben des
Herstellers iiberpriift. Hierfiir wurde der Uberstand entfernt und eine 1:10-Verdiinnung
des Reagens ins Kulturmedium gegeben. Nach 2 Stunden Inkubationszeit bei 37°C wur-
den die Proben in der Platte bei einer Absorption von 460 nm (reference 650 nm) vermes-
sen. Fir die Korrelation von Emission und Zellzahl wurden die Fibroblasten im An-
schluss dreimal mit PBS gewaschen und mit Propidiumiodid (Invitrogen) in 1:4
PBS/EtOH angeférbt. Die Gesamtfluoreszenz pro Loch wurde ebenfalls im TECAN infi-
nite M1000 (Tecan Group Ltd., Mannedorf, Schweiz) bei 535 nm angeregt und 617 nm
detektiert.

2.1.7 Zellproliferations-Analyse (BrdU)

Zellproliferation wurde mittels BrdU-Test (5-Bromo-2'-desoxyuridin) analysiert. Der Test
wurde nach Angaben des Herstellers (Cell Proliferation ELISA, BrdU, Roche) durchge-
fiihrt.

Hierfiir wurde der Uberstand von den Fibroblasten entfernt, die Zellen 3x mit PBS gewa-
schen und fiir 30 Min. in 200 pl Fixierlosung (FixDenat Solution) inkubiert. Nach mehr-
maligem Waschen mit PBS wurden 100 ul der in ,,Anti-BrdU-POD Working Solution
1:100 verdiinnten BrdU-Antikorperlosung fiir 90 Min. hinzugegeben. Im Anschluss wur-
de die Antikorperlosung abgeschiittet und die gefarbten Zellen 3x mit der dazugehdrigen
., Washing Solution“ gewaschen. Zur Detektion wurden 100 pl ,,Substrate Solution* hin-
zugegeben und fiir 5-30 Min., bis eine Farbentwicklung zu beobachten ist, inkubiert. Zu-
letzt wurden die Proben bei 370 nm (reference 492 nm) im TECAN infinite M1000 ver-
messen. Fiir den Abgleich des Hintergrundes wurde ein Loch der Zellkulturplatte mit

Medium ohne Zelle behandelt und ebenfalls mit vermessen.

2.1.8 Transiente Transfektion in priméren Fibroblasten

Fiir die transiente Transfektion von Hautfibroblasten wurden die Zellen in 24-Loch-
Zellkulturschalen bis zu einer Konfluenz von ca. 50-70 % in Komplettmedium kultiviert.

Als Transfektionsreagens fiir Reportgenanalysen wurde Lipofectamine LTX and Plus
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Reagent (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers verwendet. Dazu wurden die Zellen in
24-Loch-Zellkulturschalen herangezogen und je Loch mit 180 ng Reporterkonstrukt
(CCS-1022L, Qiagen, Hilden), 0,5 pul PLUS Reagenz und 0,6 pl Lipofectamine LTX
transfiziert. Nach 6 Stunden wurde das Transfektionsgemisch fiir die Negativ- und Posi-
tivkontrolle gegen Medium ausgetauscht und die Zellen mit dem transfiziertem Report-
genkonstrukt behandelt. Am nichsten Tag wurden die Zellen lysiert und die Proben ver-

messen (s. Reportergenanalyse).

&)

induzierbares

Konstrukt Firefly Luziferase |—

DBE TATAbox

&)

Negativkontrolle ———————JJ}—{ _Firefly Luziferase |—

TATAbox

&)

Positivkontrolle —| CMVPromotor [f Firefly Luziferase |—

4

Renilla-Konstrukt —[CMV Promotor H RenillaLuziferase |—

Abb. 2.1: Darstellung der verwendeten Reportgenkonstrukte (modifiziert nach: Handbuch CCS-
1022L, Qiagen, Hilden). Das induzierbare Konstrukt enthilt mehrere FoxO-Zielsequenzen hinter-
einander (DBE — DAFI16 binding element), eine TATA-Box und das Reportergen Firefly
Luziferase. Die Negativkontrolle ist bis auf die fehlende DBE-Region gleich zu dem
induzierbaren Konstrukt. Bei der Positivkontrolle ist nur ein CMV(Cytomegalo-Virus)-Promotor
vor das Reportergen geschaltet, wodurch die Luziferase konstitutiv aktiv ist. Das Renilla- Kon-
strukt ist ebenfalls durch den CMV-Promotor permanent aktiv, allerdings wird hier die Renilla-
Luziferase transkribiert und dient als Normierung der Transfektionseffizienz.

2.1.9 Reportergenanalyse

Die Vermessung der FoxO-abhéngigen Luziferaseaktivitit erfolgte mit Hilfe des ,, Dual
Luciferase® Reporter Assay“ Systems (Promega, Mannheim) in einem TECAN infinite
M1000 (Tecan Group Ltd.) mit Injektoranlage und der dazugehorigen Software.

Nachdem die Fibroblasten transfiziert und behandelt worden waren, wurde das Medium
entfernt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und in 50 pl PLB (passive lysis buffer,
Promega) bei -80°C eingefroren. Die Zellkulturplatten wurden vor der Messung wieder

aufgetaut, die Proben mit Hilfe eines Zellschabers lysiert und das Lysat in ein
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Eppendorfgefdl tiberfiihrt. Fiir die Analyse der Luziferaseaktivitit wurde eine Dreifach-
bestimmung vorgenommen und von jedem Lysat 20 ul in eine weille 96-Loch
Lumineszenzplatte (Greiner) pipettiert. Zuerst wurde durch Zugabe von 100 pl LAR II
(luciferase assay reagent II)-Reagens die reporterabhingige Lumineszenz gemessen, an-
schlieBend die Reaktion mit 100 pul S&G (stop & glo)-Losung abgestoppt und die Aktivi-
tat der Renilla-Luziferase fiir den Abgleich protokolliert.

2.2 Seneszenzabhingige B-Galaktosidase Fiarbung (SA-B-Gal)

Fiir die Anférbung von Zellen mit seneszenzabhingiger -Galaktosidase (SA-B-Gal) wur-
den Fibroblasten bis zu einer Zelldichte von ca. 50-75 % in Zellkulturschalen mit einem
Durchmesser von 30 mm herangezogen. Die Zellen wurden fir die Fixierung mit PBS
gewaschen, fiir 7 Min. bei Raumtemperatur mit einer Fixierlosung (2 % Formaldehyd,
0,2% Glutaraldehyd) inkubiert, anschlieBend nochmals mit PBS gewaschen und iiber
Nacht mit 1 ml Féarbelosung [1 mg/ml 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid
(X-Gal, Roche), 5 mM Kaliumhexacyanoferrat(Il) (Roth, Karlsruhe), 5 mM
Kaliumhexacyanoferrat(IIl) (Roth), 2 mM MgCl., mit HCI auf pH 6,0 titriert] bei 37°C
inkubiert. Als Positivkontrolle wurde die Aktivitdt der lysosomalen B-Galaktosidase mit
Hilfe derselben, jedoch auf pH 4,0 eingestellten Farbelosung nachgewiesen. Am néchsten
Tag wurde die Féarbelosung entfernt, die fixierten Zellen mehrmals mit PBS gewaschen
und anschliefend ausgewertet. Alternativ konnten die Préparate mit PBS beschichtet fiir
mehrere Tage bei 4°C aufbewahrt werden. Die Auswertung erfolgte mittels Auszidhlung

von drei Gesichtsfeldern und mindestens 150 Objekten unter einem Lichtmikroskop.

2.3 Proteinanalytik

2.3.1 Proteinquantifizierung

Die Proteinquantifizierung erfolgte nach Lowry et al. (1951). Die Lysate wurden im
Lysispuffer (s. u.) mit Hilfe eines Zellschabers auf Eis erzeugt und anschlieBend bei -
80°C aufbewahrt. Fiir die Proteinquantifizierung wurden die Lysate aufgetaut, sonifiziert,
um die auf genomische DNA zuriickzufiithrende Viskositidt der Proben zu verringern, und
anschlieBend bei 4°C und 14.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Eppendorfgefif iiberfiihrt und mittels BCA™ Protein Assay Kit (Pierce Protein Research
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Products, Rockford USA) nach Angaben des Herstellers im Spektralphotometer
(PowerWave 340, BioTeK, Bad Friedrichshall) bei 562 nm quantifiziert.

Die Proteinkonzentration wurde aus der Absorption, korreliert mit einer mitgefiihrten

BSA-Eichgeraden (0,2-2 pg/ul), bestimmt.
Lysispufter:

1x Cell Lysis Buffer (Cell Signaling Technology, Beverly USA)
175 uM PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)

Ix Proteaseinhibitor (Roche)

2.3.2 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fiir Western-Blot Analysen wurden insgesamt 40 pug Proteinmenge der Probe 1:2 in
Laemlipuffer (Sample Buffer, Sigma) verdiinnt. Auf die Denaturierung der Proben bei
95°C wurde generell verzichtet, da praktische Erfahrungen innerhalb der Arbeitsgruppe
gezeigt haben, dass phosphorylierte Proteine in der Western-Blot-Analyse nicht mehr

nachzuweisen waren.

Die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in einem diskontinuierlichen
Gelelektrophorese-System nach Laemmli (Laemmli, 1970). Das obere weitporige Sam-
melgel komprimiert das aufgetragene Lysat, wihrend das darunterliegende engporige
Trenngel die Proteine der MolekulargroBe nach auftrennt. Durch SDS
(Natriumdodecylsulfat) wird die Proteinladung tiberdeckt, und die Proteine migrieren
threr Ladung und GroBe entsprechend durch das Gel. Die Gelelektrophorese wurde in
einem vertikalen Gelsystem Criterion Cell (Bio-Rad, Miinchen) in Elektrophorese-

Laufpuffer (s. u.) bei 120 V durchgefiihrt.
10x Laufpuffer:

250 mM Tris (pH 8,8)
1,9 M Glycin
1 % SDS
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24 Immunodetektion von Proteinen

2.4.1 Flektrotransfer von Proteinen auf Membranen

Die Proteine wurden zunichst auf eine PVDF(Polyvinylidendifluorid)-Membran (Bio-

Rad) transferiert, um sie dann in einem indirekten Enzymimmuno-Test nachzuweisen.

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden diese mittels einer
Blottingkammer (Criterion Blotter, Bio-Rad) aus dem Gel auf eine PVDF-Membran
transferiert und somit immobilisiert. Der Aufbau der Blottingkammer erfolgte nach fol-

gendem Schema von Kathode zu Anode:

Fiir den Transfer wurden zwei Blottingpapiere, zwei Schwimme und das Gel in 1x Trans-
ferpuffer (1,9 M Glycin, 250 mM Tris) dquilibriert. Das Gel wird auf einen Schwamm
und Blottingpapier gelegt und die in Methanol aktivierte PVDF-Membran nach kurzem
Waschen in Transferpuffer blasenfrei auf das Gel gebracht. Darauf wurde wiederum ein
Blottingpapier und ein Schwamm gelegt, die Kammer geschlossen und in die Transferap-
paratur eingespannt. Die Transferkammer wurde mit dem restlichen Transferpuffer aufge-
fiillt und bei 4°C und 360 mA fiir 180 Min. gestartet. Zur Uberpriifung des Transfers kann
die Membran 1 Minute in Ponceau S Losung [5% (v/v) Essigsdure, 0,1% (w/v) Ponceau
S] geféarbt werden. Die Proteinbanden erhalten eine stirker rotliche Farbung als die restli-
che Membran, wodurch Transferfehler gut zu erkennen sind. Die Farbung kann durch
dreimaliges Waschen mit TBS-Puffer riickgéngig gemacht werden. Es wurde fiir die alle
Waschschritte nur TBS und kein TBST verwendet, da praktische Erfahrungen innerhalb
der Arbeitsgruppe gezeigt haben, dass der Proteinnachweis mittels Wester-Blot-Analyse

wesentlich besser erfolgte.

20x Transferpuffer:

1,2 M Glycin
400 mM Tris-Base

10x TBS-Puffer:

200 mM Tris (pH 7,2)
1,5 M NaCl
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2.4.2 Immunodetektion

Nach dem Elektrotransfer wurden die Membranen aus der Kammer direkt herausgenom-
men und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in TBS-Puffer mit 5 % (w/v) Milchpulver
oder BSA auf einem Schiittler inkubiert. Die Inkubation der Membranen mit den entspre-
chenden Primérantikorpern (s. Tab. 2.1) wurde stets bei 4°C auf einem Schiittler {iber

Nacht durchgefiihrt.

Im Anschluss wurden die Membranen dreimal 4 10 Min. mit TBS gewaschen, um die
unspezifisch gebundenen Primérantikérper zu entfernen. Daraufhin wurde der entspre-
chende sekundidre Antikorper (s. Tab. 2.1), gekoppelt mit Meerrettichperoxidase (HRP-
horseradish peroxidase) zur Proteinmarkierung, fiir eine Stunde bei Raumtemperatur

inkubiert.

Zur Detektierung der Proteine wurden die Membranen mit einem HRP-spezifischen Sub-
strat (Lumi-Light Western Blotting Substrate, Roche) benetzt und mit einer Kodak Image
Station 4000 MM (Kodak, Rochester) zur Protokollierung aufgenommen. Die
densitometrische Auswertung der Proteinbanden wurde mit dem Programm [mageJ

durchgefiihrt.
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Tabelle 2.1:  Liste in dieser Arbeit verwendeter Primér- und Sekundérantikorper.
BSA — Rinderserumalbumin, TBS — #ris buffered saline
Antikorper FirmaKatalog-/Nr. Verdiinnung Sek. AK
Cell Signaling Technology | 1:1000 anti-rabbit,

Anti-FoxO3a

#9467

5 % Milchpulver/TBS

1:5000

Anti-FoxOla

Cell Signaling Technology
# 2880

1:1000
5 % BSA/TBS

anti-rabbit

1:5000

Anti-phospho-

FoxOla/FoxO3a Cell Signaling Technology | 1:1000 anti-rabbit
(T24/T32) #9464 5 % BSA/TBS 1:5000
] Cell Signaling Technology | 1:1000 anti-rabbit
Anti-Akt (pan)
#4691 5 % BSA/TBS 1:5000
Cell Signaling Technology | 1:1000 anti-rabbit

Anti-phospho-Akt

#9271

5 % BSA/TBS

1:5000

Anti-phospho-

SAPK/INK Cell Signaling Technology | 1:1000 anti-rabbit
(Thr183/Tyr185) |# 9251 5 % BSA/TBS 1:5000
Santa Cruz Biotechnology |1:3000 anti-mouse
GAPDH .
# sc-47724 5% Milchpulver/TBS | 1:5000
Sigma Aldrich 1:5000
anti-rabbi-HRP* )
#A6154 5 % Milchpulver/TBS
Sigma Aldrich 1:5000
anti-mouse-HRP* )
#A6782 5 % Milchpulver/TBS

*HRP - horseradish peroxidase

2.4.3 Entfernen von Antikérpern von Membranen (,,Strippen‘‘)

Fiir die Detektion weiterer Proteine wurden die gebundenen primiren und sekundéren
Antikorper von den proteinbeladenen Membranen entfernt. Hierfiir wurden die PVDF-
Membranen fiir 40 Minuten bei Raumtemperatur in Stripping-Puffer auf einem Schiittler
inkubiert. AnschlieBend wurden die Membranen mehrmals griindlich mit TBS gewaschen

und konnte danach erneut fiir Inmunodetektionen (s. 2.4.2) verwendet werden.

Stripping-Puffer:
25 mM Glycin-HCI, pH 2,0
1 % (w/v) SDS
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2.5 Immunzytochemische Firbung

Fibroblasten wurden in schwarzwandigen 96-Loch-Zellkulturplatten mit Kunststofffoli-
enboden (BD Falcon, New Jersey) zu einer Konfluenz von ca. 50 % herangezogen. Im
Anschluss an die Behandlung wurden die Zellen 3x mit PBS gewaschen, fiir 30 Min. bei
Raumtemperatur mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Nach der Fixierung wurden die
Zellen wieder 3x mit PBS gewaschen und anschliefend fiir 10 Min. mit 0,5 % Triton X-
100 in PBS permeabilisiert. Es folgte wiederum ein dreimaliger Waschschritt mit PBS,
bevor die Fibroblasten in 1 % BSA/PBS fiir 30 Min. bei Raumtemperatur geblockt wur-
den. AnschlieBend wurden 50 ul FoxO3a (s. Tabelle 3) Erstantikorperlosung (1:200 in 1
% BSA/PBS) auf die fixierten Fibroblasten gegeben und iiber Nacht bei 4°C auf einem
Schiittler inkubiert.

Am nichsten Tag wurde der Erstantikorper entfernt, die Préparate 3x mit PBS gewaschen
und anschlieBend fiir mindestens eine Stunde der Sekundirantikorper Alexa Fluor 546
goat anti rabbit (#A11010, Invitrogen) bei Raumtemperatur, alternativ bei 4°C tiiber
Nacht, auf einem Schiittler lichtgeschiitzt inkubiert. Darauf wurde der {iberschiissige se-
kunddre Antikorper entfernt, die Préparate mehrmals mit PBS gewaschen und mit PBS
beschichtet. Fiir die Zellzyklusanalyse wurde eine DNA-Farbung mit Hoechst 33342

(Invitrogen) vorgenommen (s. 2.6).

Die fixierten Zellen wurden entweder direkt am Olympus 1X2 (Olympus, Hamburg) mik-
roskopiert, mit der dazugehorigen Software ,, ScanR Automated Image Acquisition* und
,ScanR Analysis *“ ausgewertet, oder lichtgeschiitzt bei 4°C aufbewahrt. Bei allen Mes-

sungen wurde die Fluoreszenzintensitit von FoxO3a im Zellkern berechnet.

2.6 Zellzyklusanalyse

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Zellzyklusanalyse im Mikroskop und wurde an-

hand der Fluoreszenzintensitit der Zellkerne ausgewertet (Siegel et al., 2008).

Fiir eine mikroskopische Analyse der Zellzyklusphasen wurden Fibroblasten in 96-Loch-
Zellkulturplatten mit schwarzer Wandung und durchsichtigem Boden (BD Falcon) bis zu
einer Konfluenz von ca. 50 % herangezogen. Nach der Behandlung und entsprechender
Postinkubationszeit wurde das Medium entfernt und die Zellen 3x mit PBS gewaschen.
Anschlieflend folgte eine Fixierung mit 4 % PFA-Losung fiir 30 Min. bei Raumtempera-
tur. Nach mehrfachem Waschen mit PBS wurde eine DNA-Firbelosung mit Hoechst
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33342 (4 pg/ml in PBS) fiir eine Stunde hinzugegeben und lichtgeschiitzt bei Raumtem-
peratur leicht geschiittelt. Bevor die Zellen mikroskopiert wurden sind, wurde die Firbe-
16sung entfernt, die Zellen griindlich mit PBS gewaschen und abschlieBend mit PBS be-
schichtet.

Die automatisierten mikroskopischen Aufnahmen erfolgten im Olympus IX2 (Olympus)

und wurden mit Hilfe von ,,ScanR Automated Image Acquisition* und ,,ScanR Analysis*
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Abb. 2.2: Beispiel eines Bildschirmfotos einer analytischen Auswertung mit Hilfe von ,,ScanR
Analysis““ der aufgenommen mikroskopischen Aufnahmen. Links oben sind die verschiedenen
Zellzyklusphasen in sogenannte ,, Gates “ unterteilt. Es wurde die Anzahl der Zellen gegen die
Fluoreszenzintensitit aufgetragen

2.7 RNA-Analvytik

2.7.1 RNA-Isolierung

Fibroblasten und HaCaT-Keratinozyten wurden in Zellkulturschalen mit einem Durch-

messer von 60 mm zur Konfluenz herangezogen und nach Behandlung die RNA mit Hilfe
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von Qiashredder, RNeasy Mini Kit und RNase-Free DNase Set (Qiagen, Hilden) nach
Angaben des Herstellers isoliert. Bevor die isolierte RNA in die reverse Transkription

eingesetzt wurde, erfolgte eine Quantifizierung der Konzentration.

2.7.2  RNA-Quantifizierung

Fiir die Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA wurden 3 pl der Probe 1:50 in
bidest. H,O verdiinnt und an einem BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg) photometrisch
bei 260 nm gegen bidest. H,O als Referenz gemessen. Fiir eine Extinktion von 1 wurde

dabei einer RNA-Konzentration von 50 pg/ml angenommen.

2.7.3 Reverse Transkription

Die reverse Transkription der isolierten RNA wurde mit Hilfe eines Omniscript-RT-Kit
(Qiagen) durchgefiihrt. Dazu wurden 0,5 pg RNA in Gegenwart von 2 pl Random-Primer
(50 uM Stammlosung), 4 ul 10x RT-Puffer (Qiagen), 4 ul ANTP-Mix (je ANTP 5 mM),
0,25 ul RNase-Inhibitor (40 U/ul), 0,25 pl Omniscript-Reverse Transkriptase (40 U/ul),
sowie RNAse-freies Wasser (bis zu einem Gesamtvolumen von 40 pl) eingesetzt und die
Ansitze fir 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Ansédtze wurden im Anschluss bei -20°C
aufbewahrt oder direkt in die PCR eingesetzt.

2.7.4 Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (Realtime-PCR)

Fiir die Realtime-PCR per LightCycler 2.0 (Roche) wurde nach der reversen Transkripti-
on 4 ul der in Wasser 1:3 verdiinnten cDNA-LG&sung zusammen mit je Primer 2 ul Prim-
erlosung (je Primer 5 uM Endkonzentration im Ansatz), 2 pl "Reaction Mix Vial 1"
(LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I, Roche), 1,6 pul MgClz (25 mM) und
8,4 ul H20 eingesetzt. Die Sequenzen der eingesetzten Primerpaare sind in Tabelle 2.2

aufgelistet.
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Tabelle 2.2:

Sequenzen der fiir die in dieser Arbeit etablierten Realtime-PCR-Analysen ver-

wendeten Primer.

Zielgen/Primerpaar

Sequenz (5' nach 3')

FoxOla
FoxO3a
FoxO4
SIRTI
SIRT1-2"
SIRT1-3"
SIRT2’
SIRT2-4
SIRT3-4
SIRT4-3
SIRT4-4"
SIRTS
SIRT5-2"
SIRT5-3"
SIRT6
SIRT6-2"
SIRT6-3*
SIRT7

HPRT*

18s

AAGGGTGACAGCAACAGCTC
TTCTGCACACGAATGAACTTG
TTGCCTCTCCAAGCTTCCTA
CCCCATGCTACTAGTGCCTCT
ACGAGTGGATGGTCCGTACT
GTGGCGGATCGAGTTCTTC
TGTACGACGAAGACGACGAC
TTCATCACCGAACAGAAGGTT
AAATGCTGGCCTAATAGAGTGG
TGGTGGCAAAAACAGATACTGA
CTCCAAGGCCACGGATAG
GCCACAGTGTCATATCATCCA
GAAGGTGCAGGAGGCTCA
CAGGAAGTCCATGTCTGCTTC
TCAAGCCAACCATCTGTCAC
CGCTCCAGGGTATCTATGTTCT
TTGCTGCATGTGGTTGATTT
GGTCAAGCTGGCAAAAGG
GCACACTGGGCTTTGAGC
CCACAATCCAAGCACAGGA
TGGTGGGATCATCCTTGC
GGCCCAATGTTCAGTATTGC
TGTACCCAGCAGCCATGTT
TCCCTGGAAATGAAACCTGA
TCCAATTTGTCCAGCTTTATCA
TGCTGGCATCTTGAGTTCC
CCATTCTGGAGGAGGTTGAC
CAAACATGGCTGCTGGGTA
AGCTGAGGGACACCATCCTA
ATGTACCCAGCGTGATGGAC
TCTTCCAGTGTGGTGTTCCA
CCTCCATGGTCCAGACTCC
GGTCAGCCAGAACGTGGA
GTGGAGCTCTGCCAGTTTGT
TTGGAGATCCCCGCCTAT
CTGCCTTCTTCACCAGCAC
GACCAGTCAACAGGGGACAT
GTGTCAATTATATCTTCCACAAT-
CAAG
GCCGCTAGAGGTGAAATTCTTG
CATTCTTGGCAAATGCTTTCG

®HPRT: Hypoxanthin/Guanin-Phosphoribosyltransferase
*Primer wurden lediglich bei der Etablierung der Realtime-PCR verwendet
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Das Programm fiir die Amplifikation konnte fiir alle in dieser Arbeit verwendeten Primer
gleichermallen verwendet werden, da alle Primer die gleiche Annealing-Temperatur und

AmplifikatgroBe besitzen. Der Ablauf des Programms ist in folgender Tabelle dargestellt:

Tabelle 2.3:  Programm der Realtime-PCR

PCR-Schritt Temperatur (°C) Zeit
Initiale Denaturierung 95 10 Min.
Denaturierung 95 30 Sek.
Annealing 59 5 Sek.
Elongation 72 5 Sek.
Finale Elongation 72 2 Min.

Die Amplifikation erfolgte stets in 50 Zyklen durch Repetition der durch den Pfeil in Ta-
belle 2.3 angezeigten PCR-Schritte, gefolgt vom Aufschmelzen der Amplifikate. Die

Auswertung aller Daten erfolgte mit der zum LightCycler gehorigen Software.

2.7.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde in der vorliegenden Arbeit zur Uberpriifung der
RNA nach Isolation bzw. Quantifizierung (s. 2.7.1 und 2.7.2) und der Amplifikate nach
Realtime-PCR (s. 2.7.4) verwendet.

Nukleinsduren besitzen aufgrund ihres Zucker-Phosphat-Riickgrats ein konstantes La-
dungs-Massen-Verhiltnis und wandern durch ihre negative Ladung zur Anode. Sowohl
das Molekulargewicht und die Konformation von DNA- und RNA-Fragmenten, als auch
die Agarosekonzentration des Gels und die Stdrke des elektrischen Feldes, wirken sich

auf die Wanderungsgeschwindigkeit der Proben aus, wodurch sie sich im Gel auftrennen.

Die Gele bestanden aus 1 % (w/v) Agarose (Biozym, Hessisch Oldensdorf) in TAE-
Puffer (40 mM Tris-Base, 20 mM Essigsdure, 1 mM EDTA; pH 8,3). Die Agarose wurde
im TAE-Puffer durch Aufkochen in einer Mikrowelle gelost, anschlieBend auf ca. 60°C
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abgekiihlt und dann mit 5 pg/ml Ethidiumbromid angereichert. Ethidiumbromid ist ein
Fluoreszenzfarbstoff und dient zur Visualisierung der Probe, da es in die DNA interkaliert
und mit UV-Bestrahlung im sichtbaren Bereich (A = 452) emittiert. Die Proben wurden
mit 1/5 ihres Volumens an Ladepuffer (10 mM Tris-HCl pH 7,5, 1 mM EDTA,
30 % (v/v) Glycerol, 0,25 % (w/v) Bromphenolblau) versetzt und anschlieBend in die
gegossenen Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese in einer horizontalen Gelkammer
wurde bei einer Spannung von max. 100 V mit TAE-Puffer als Elektrophoresepuffer ge-
startet.
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3. Ergebnisse

3.1 Basale FoxO-/SIRT-mRNA-Spiegel

Die basale Expression der verschiedenen FoxO- und SIRT-Isoformen in dermalen
Fibroblasten und Keratinozyten ist bisher nicht beschrieben, sodass sie im Folgenden in

vitro untersucht werden sollte.

Zum Etablieren der Realtime-RT-PCR-Bedingungen zur Bestimmung der FoxO- und
SIRT-mRNA-Spiegel in HFFF2 Zellen (HFFF - human fetal foreskin fibroblast) und
HaCaT-Keratinozyten wurden verschiedene Primerpaare mit Hilfe des Programms ,,Pri-
mer 3 erstellt (s. 2.7.4 Tabelle 2.2). Fiir die Vergleichbarkeit der verschiedenen mRNA-
Spiegel wurden alle Primer auf eine maximale Linge von 22 Nukleotiden begrenzt und
die Schmelztemperatur auf 59°C festgelegt. Mindestens ein Primer je Paar wurde tiber
eine Exon-Intron-Grenze positioniert, um eine Amplifikation genomischer DNA auszu-
schlieBen. Des Weiteren wurde die maximale AmplifikatgroBe auf 150 Basenpaare be-

grenzt und die Annealing-Zeit entsprechend angepasst (20 Nukleotide pro Sekunde).

Abbildung 3.1 zeigt die Auftrennung der PCR-Produkte SIRT1-7 per Agarosegelelektro-
phorese nach Realtime-PCR-Analyse. Diese Kontrolle ergab, dass unter den eingesetzten
Bedingungen dieselben klar auftrennbaren und nachweisbaren PCR-Produkte ohne unge-
wollte Nebenprodukte sowohl fiir cDNA aus HFFF2 als auch aus HaCaT-Keratinozyten
entstanden. Eine Ausnahme ist das Primerpaar 4 fiir den Nachweis von SIRT4-mRNA,
das zwei Produkte ergab, die sich zwischen den Zelltypen unterschieden. Aus diesem
Grunde wurde fiir weitere Analysen der mRNA-Spiegel von SIRT4 das Primerpaar SIRT
4-3 eingesetzt. Eine quantitative Analyse der Banden in Abb. 3.1 mittels Densitometrie
war hier nicht moglich, da sich die PCR-Produkte nach der Reltime-PCR-Analyse in ei-

nem geséttigten Bereich befanden.
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SIRT1 SIRT1-2 SIRT1-3 SIRT24 SIRT34 SIRT4-3 SIRT44

SIRTS SIRTS-2 SIRTS-3 SIRT6 SIRT6-2 SIRT6-3 SIRT7

Abb. 3.1: Nachweis der mit Hilfe der angegebenen Primerpaare fiir den Nachweis von SIRT1 bis
SIRT7 aus cDNA von HFFF2 und HaCaT-Keratinozyten gewonnenen PCR-Amplifika-
tionsprodukte per Agarosegelelektrophorese.

Ein Vergleich der mRNA-Spiegel ubiquitdrer FoxO-Isoformen (FoxOla, 3a und 4,
Abb. 3.2A) ergab, dass basal die Expression von FoxO3a in primdren Hautfibroblasten
etwa dreimal hoher war als diejenige von FoxOla. Weiterhin waren die FoxO4-mRNA-
Spiegel etwa gleich jenen von FoxOla. Sehr dhnliche Verhiltnisse fanden sich in HaCaT-
Zellen wieder. Auch hier war der mRNA-Spiegel von FoxO3a hoéher als der von FoxOla,
allerdings konnte in HaCaT Keratinozyten ein zu FoxOla relativ hoherer Spiegel von
FoxO4 gemessen werden (Abb. 3.2B). Weiterhin wurden die mRNA-Spiegel der Zellty-
pen miteinander verglichen, wobei sich fiir alle drei Patientenfibroblastenlinien ergab,
dass die auf mRNA-Spiegel der Hypoxanthin/Guanin-Phosphoribosyltranferase (HPRT)
normierten FoxO-mRNA Spiegel iiber jenen von HaCaT-Zellen lagen (Abb. 3.2C). Zur
Kontrolle der erhobenen Daten wurden die Realtime-PCR-Analysen in HFFF2 und
HaCaT von Frau Elisabeth Sauerbier (AG Prof. Klotz) nochmals unabhéngig durchge-
fithrt und auf ein anderes Housekeeping-Transkript, die 18S rRNA, normiert. Auch dort
ergab der Vergleich der FoxO-mRNA-Spiegel zwischen den Zelltypen, dass die mRNA-
Spiegel in HFFF2-Fibroblasten deutlich iiber jenen von HaCaT-Zellen lagen (Abb. 3.2D).
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass unter basalen Bedingungen sowohl in

primdren Hautfibroblasten als auch in Zellen einer Keratinozytenlinie zum einen mehr
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FoxO3a- als FoxOla-mRNA vorhanden waren. Zweitens haben Fibroblasten héhere auf

hprt normierte FoxO-mRNA-Spiegel als HaCaT-Zellen.
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Abb. 3.2: Vergleich der auf sprt normierten mRNA-Spiegel von FoxOla, FoxO3a und FoxO4 in
(A) primiren Hautfibroblasten und (B) HaCaT-Zellen. Die FoxOla-mRNA-Spiegel wurden in
den ersten beiden Diagrammen gleich 1 gesetzt. (C) Vergleich der relativen FoxO-mRNA-Spiegel
zwischen HaCaT-Zellen und priméren Fibroblasten, wobei die mRNA-Spiegel aus HaCaT-
Keratinozyten gleich 1 gesetzt wurden. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei voneinander un-
abhingigen Bestimmungen (n = 3) = SEM. (D) Vergleich der auf 18S rRNA normierten relativen
FoxO-mRNA-Spiegel zwischen HaCaT-Zellen, auch hier gleich 1 gesetzt, und HFFF2-Zellen.
Daten aus Diagramm D wurden von Frau Elisabeth Sauerbier (AG Prof. Klotz) zur Verfiigung
gestellt (n = 2).

Neben den FoxO-mRNA-Spiegeln wurden die basalen mRNA-Spiegel aller sieben
Sirtuine in primédren Hautfibroblasten mittels Realtime-PCR analysiert. In Abbildung 3.3
zeigt sich, dass die basalen Spiegel der SIRT2-mRNA etwa dreimal hoher sind als dieje-
nigen von SIRT1. Weiterhin lagen die mRNA-Spiegel von SIRT4 bis SIRT7 deutlich
unterhalb jenen von SIRT1. SIRT3-Spiegel waren etwa gleich jenen von SIRTI.

Abb. 3.3: Vergleich der auf /prt normierten
SIRT-mRNA-Spiegel in priméren
Fibroblasten. Dargestellt sind die Mittelwer-
te aus drei voneinander unabhéngigen Be-
stimmungen (n = 3) + SEM, wobei SIRT1-
mRNA gleich 1 gesetzt wurde.

Rel. mRNA-Spiegel
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3.2 Finfluss von UVB-Bestrahlung auf FoxO-/SIRT-mRNA-Spiegel

Nachdem die basalen mRNA-Spiegel aller drei FoxO-Isoformen in primiren
Hautfibroblasten untersucht worden waren, sollte eine mogliche Anderung nach einer
einmaligen UVB-Bestrahlung analysiert werden. Als addquate Dosis ergaben sich 100
J/m?, da sie sich als subtoxisch und doch wirksam erwies. Die Toxizitit der UVB-
Behandlung wurde hierzu nach 72 Stunden Postinkubation mittels Viabilitatstest (WST-1,
water

soluble tetrazolium) und Propidiumiodidfirbung untersucht. Als Kontrolle dienten hier
Zellen, die nach dem jeweiligen Behandlungsmuster ohne UVB-Bestrahlung inkubiert
worden waren. Die relative Viabilitit wurde auf die Werte der unbehandelten
Fibroblasten normiert. Wie Diagramm A in Abbildung 3.4 zu entnehmen ist, war die
Viabilitdt nach UVB-Exposition im Vergleich zur Kontrollbehandlung unveréndert. Des
Weiteren wurde durch eine Proliferationsanalyse mittels BrdU-Test keine Anderung der

Replikationsrate festgestellt (Abb. 3.4B).
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Abb. 3.4: Vergleich der relativen Viabilitdt (A) und relativen Proliferationsrate (B) in humanen
Hautfibroblasten nach UVB-Behandlung (100 J/m?) mit anschlieBender Postinkubationszeit von
72 Stunden und der entsprechenden Kontrollbehandlung. Hierbei handelt es sich um Daten aus
unabhéngigen Versuchen, die je als Triplikat vermessen wurden und deren Mittelwerte (n > 4) +
SEM dargestellt sind.

Um zu testen, ob eine UVB-Behandlung zu einer Verschiebung der Zellzyklusphasen
fiihrt, wurde eine Zellzyklusanalyse vorgenommen. Hierzu wurden wiederum primére
Hautfibroblasten mit 100 J/m?> UVB bestrahlt und anschlieBend fiir 24 Stunden

postinkubiert, bevor die Zellen fiir die Zellzyklusanalyse fixiert und mit einem DNA-
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Farbstoff (Hoechst 33342) gefirbt wurden. Zellen, die sich z. B. in der S-Phase befanden,
in der sich die DNA verdoppelt, enthielten mehr DNA-Farbstoff als Zellen die z. B. in der
Zellzyklusphase G1 waren (s. Abb. 3.5B). Mit Hilfe einer automatisierten mikroskopi-
schen Analyse wurde die Fluoreszenzintensitdt im Verhéltnis zur Objektgrofe auf die
Objektzahl normiert. Die zusammengefassten Daten aus fiinf unabhéngigen Versuchen in
Abbildung 3.5 A zeigen, dass es zu keiner Verschiebung der Zellzyklusphasen nach ein-
maliger UVB-Behandlung im Vergleich zu der Kontrollbehandlung kam.
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Abb. 3.5: Vergleich der relativen Gesamtfluoreszenz von Hoechst 33342 im Zellkern primérer
Hautfibroblasten unterschiedlicher Spender. Die Zellen wurden einmalig mit 100 J/m? UVB be-
strahlt und nach 24 Stunden Postinkubationszeit fixiert (A). Die Fluoreszenzintensitét im Zellkern
wurde gegen die Anzahl der Objekte (Zellzahl) korreliert (C) und die unterschiedlichen Zellzyk-
lusphasen (G1-, G2-, S-Phase) mit der Kontrolle (K) verglichen. Dargestellt sind die Mittelwerte
aus 5 voneinander unabhingigen Behandlungen (n = 5) + SEM.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass eine UVB-Behandlung mit 100 J/m?

fiir alle nachfolgenden Experimente mit primdren Hautfibroblasten nicht toxisch ist.

Aus vorherigen Arbeiten der Arbeitsgruppe Klotz war bekannt, dass eine geringe UVB-
Dosis von 100 J/m? eine Verdnderung der mRNA-Spiegel von an Entziindungsprozessen
beteiligten Enzymen bei humanen Keratinozyten hervorruft (Fernau et al., 2010). Im Fol-
genden sollte untersucht werden, ob auch die mRNA-Spiegel von FoxO-
Transkriptionsfaktoren oder Sirtuine im Rahmen einer Stressantwort in humanen derma-

len Fibroblasten beeinflusst werden.

48



Ergebnisse

Der Vergleich der FoxO-mRNA-Spiegel nach 100 J/m?> UVB-Strahlung in Abbildung
3.6A zeigt, dass die mRNA-Spiegel im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle unverén-
dert waren. In Diagramm B und C wurden die mRNA-Spiegel fiir FoxOla gleich 1 ge-
setzt. Die FoxO-Spiegel sowohl in den UVB-behandelten als auch in den unbestrahlten
Zellen waren kongruent zu den basalen mRNA-Spiegeln aus Abbildung 3.2. Demnach
hatte eine einfache UVB-Behandlung keine Auswirkungen auf die Verschiebung des

Gleichgewichts aus Transkription und Abbau der mRNAs aller drei FoxO-Isoformen zur

Folge.
A B C
1,5 1 15 - 15 -
Kontrolle uve
@ @ ©
o o o
- 1 1 - 10 - = 10 -
oL o o
& & i
E 055 § E 5 b E 5 g
@ @ S
(13 (1 (1S
0 AT 0 - 0
L A A A A A A A
L] [] -]
“+- + + O+ O+ O+ O+ O.'_ O+
o, "0, "0 (o] 0. (o] (o) o (o]
% % ¥ » % 7 » % 7
UvB

Abb. 3.6: Vergleich der per Realtime-RT-PCR bestimmten, auf Aprt normierten FoxO-mRNA-
Spiegel in primédren Hautfibroblasten nach UVB-Behandlung. (A) Relative FoxO-mRNA-Spiegel
nach UVB-Behandlung (100 J/m?) und anschlieBender Postinkubation von 72 Stunden, wobei die
jeweiligen mRNA-Spiegel der unbestrahlten Kontrollzellen (K) gleich 1 gesetzt wurden. (B) Re-
lative FoxO-mRNA-Spiegel der Kontrollzellen ohne UVB-Bestrahlung, in denen FoxOla-
mRNA-Spiegel gleich 1 gesetzt wurde. (C) Relative FoxO-mRNA-Spiegel nach UVB-
Behandlung (100 J/m?) und anschlieBender Postinkubation von 72 Stunden, wobei die jeweiligen
FoxOla-mRNA-Spiegel gleich 1 gesetzt wurden. Die Daten sind Mittelwerte aus drei unabhéngi-
gen Versuchen = SEM.

Abbildung 3.7 zeigt die zusammengefassten Ergebnisse der per Realtime-PCR bestimm-
ten und auf Aprt normierten SIRT-mRNA-Spiegel nach einfacher UVB-Bestrahlung. In
Diagramm A wurde die unbehandelte Kontrolle gleich 1 gesetzt und die untersuchten
SIRT-mRNA-Spiegel dazu ins Verhiltnis gebracht. Es wurde keinerlei Anderung der
mRNA-Spiegel aller sieben Sirtuine nach UVB-Exposition beobachtet. Auch hier war
keine Anderung der Sirtuin-mRNA-Spiegel im Vergleich zu den basalen Bedingungen
(s. Abb. 3.3) festzustellen.
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Abb. 3.7: Vergleich der per Realtime-RT-PCR bestimmten, auf sprt normierten SIRT-mRNA-
Spiegel in primédren Hautfibroblasten. (A) Relative SIRT-mRNA-Spiegel nach UVB-Behandlung
(100 J/m?) und anschlieBender Postinkubation von 72 Stunden, wobei die jeweiligen mRNA-
Spiegel in unbestrahlten Kontrollzellen (K) gleich 1 gesetzt wurden. (B) Relative SIRT-mRNA-
Spiegel der Kontrollzellen ohne UVB-Bestrahlung, in denen die SIRT1-mRNA-Spiegel gleich 1
gesetzt wurde. Die Daten sind Mittelwerte aus drei unabhéngigen Versuchen + SEM.

3.3 Modulation von FoxO-Transkriptionsfaktoren durch UVB

Nachdem keine Anderung der mRNA-Spiegel nach UVB-Behandlung zu beobachten
war, wurde zunédchst in humanen Keratinozyten untersucht, ob UVB die Regulation von
FoxO-Proteinen auf posttranslationaler Ebene zu beeinflussen vermag. Exogene Stress-
faktoren sind bekanntermafen in der Lage, den PI3K/Akt-Signalweg zu regulieren und

somit Einfluss auf FoxO-Transkriptionsfaktoren zu nehmen (Walter et al., 2006).

Im Folgenden sollte die Frage geklédrt werden, ob physiologisch relevante UVB-Dosen
eine Phosphorylierung und damit verbundene Translokation von FoxO3a ins Zytoplasma
zur Folge hat. Hierzu wurden HaCaT Zellen fiir 24 Stunden vor der Bestrahlung in serum-
freiem Medium kultiviert. Es folgte eine Bestrahlung mit 100, 150 bzw. 300 J/m?> UVB
und eine anschlieBende Western-Blot Analyse der FoxO3a-Phosphorylierung. Abbildung
3.8A zeigt die Phosphorylierung von FoxO3a-Protein an Threonin 32 nach UVB-
Bestrahlung. Phosphorylierung von Thr24/Thr32 wird auch durch Insulin induziert und ist

eine Voraussetzung fiir den Export von FoxO3a aus dem Nukleus.

Bereits nach einer UVB-Behandlung von 100 J/m? und einer Postinkubationszeit von
15 Minuten wurde im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle eine erhéhte Phosphorylie-
rung fiir FoxO3a detektiert. Ebenfalls konnte in UVB-behandelten HaCaT-Zellen mit

einer Dosis von 150 und 300 J/m? eine Zunahme der Phosphorylierung von FoxO3a-
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Protein nachgewiesen werden. Die densitometrische Auswertung der Western-Blot Ana-
lysen, normiert auf die FoxO3a-Gesamtproteinmenge, zeigt eine Verdopplung der
FoxO3a-Phosphorylierung fiir alle drei UVB-Dosen. Obgleich Abbildung 3.8A eine
dosisabhingige Abnahme der Phosphorylierung von FoxO3a-Protein nach 300 J/m?
UVB-Bestrahlung suggeriert, konnte dies nach mehrmaliger Wiederholung nicht bestétigt
werden (Abb. 3.8B).
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Abb. 3.8: (A) Vergleich der FoxO3a-Phosphorylierung in HaCaT-Zellen nach 100, 150 und 300
J/m? UVB-Bestrahlung mit anschlieBender Postinkubation von 15 Min., normiert auf gesamtes
FoxO3a-Protein. (B) Densitometrische Auswertung dreier voneinander unabhéngiger Versuche,
wobei die Kontrollbehandlung (K) gleich 1 gesetzt wurde (n = 3) £ SEM.

Nachdem eine eindeutige Zunahme der Phosphorylierung von FoxO3a-Protein nachge-
wiesen worden war stellte sich die Frage, ob UVB-Bestrahlung eine Aktivititsdnderung
der FoxO-Transkriptionsfaktoren herbeifithren wiirde. Um die Bindeaktivitdt der FoxO-
Transkriptionsfaktoren zu untersuchen wurden primédre Hautfibroblasten mit einem
FoxO-abhéngigen Reporterkonstrukt transfiziert und sowohl mit UVB als auch anderen

moglichen und bekannten Modulatoren von FoxO-Transkriptionsfaktoren behandelt.

In Abwesenheit von Wachstumsfaktoren sind FoxO-Transkriptionsfaktoren iiberwiegend
im Nukleus lokalisiert (Greer & Brunet., 2005). Dariiber hinaus konnen unterschiedliche
Glukosekonzentrationen im Zellkulturmedium den zelluldren Stoffwechsel derart beein-

flussen, dass vermehrt reaktive Sauerstoffspezies (ROS) gebildet werden konnen (Wilk et
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al.,, 2011). Abbildung 3.9A zeigt die relative FoxO-abhidngige Luziferaseaktivitidt nach
Behandlung mit Medium mit hoher (4,5 g/1) und niedriger (1 g/l1) Glukosekonzentration in
Gegenwart unterschiedlicher Serumkonzentrationen. Die FoxO-abhéngige
Luziferaseaktivitdt nimmt mit abnehmender FCS-Konzentration in low glucose Medium
um ca. 50 % signifikant ab (Balken Nr. 1-3). Der Vergleich zwischen high glucose Medi-
um mit 10 % FCS (Balken Nr. 4) und 0 % FCS (Balken Nr. 5) zeigt ebenfalls eine Reduk-
tion der relativen Luziferaseaktivitidt im serumfreien Medium, allerdings zeigt sich kein
Einfluss der Glukosekonzentration. Dagegen wird durch Reduktion der FCS-
Konzentration die relative Luziferaseaktivitdt wider Erwarten stark gehemmt. Abbildung
3.9B zeigt die zusammengefassten Daten der relativen Luziferaseaktivitit nach 100 J/m?
UVB-Bestrahlung (Balken 2): UVB induziert eine ca. 25 % geringere FoxO-abhéngige
Luziferaseaktivitit im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle. Wie in der Einleitung
bereits erwdhnt wurde, induziert UVB unter anderem die Bildung reaktiver Sauerstoff-
spezies. Um zu testen, ob reaktive Sauerstoffspezies in der Lage sind, die FoxO-Aktivitit
zu beeinflussen wurden die transfizierten Fibroblasten fiir 30 Minuten mit 100 uM H,O,,
sowohl mit 10 % FCS (B) als auch 0 % FCS (C) inkubiert. In beiden Fillen konnte eine

tendenzielle Abnahme der der FoxO-abhingigen Luziferaseaktivitit festgestellt werden.
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Abb. 3.9: Vergleich der relativen FoxO-abhingigen Luziferaseaktivitit in priméren
Hautfibroblasten unterschiedlicher Spender. Sechs Stunden nach der transienten Transfektion
wurden die Zellen mit (A) 10 %, 0,2 %, 0 % FCS/DMEM low glucose (1 g/1) und 10 % bzw. 0 %
FCS in high glucose (4,5 g/l) Medium iiber Nacht behandelt. (B, C) Die UVB-Bestrahlung (100
J/m?) und Behandlung mit 100 uM H,0, in 10 % FCS/DMEM und in 0 % FCS/DMEM erfolgte
ebenfalls sechs Stunden nach der Transfektion. Die reporterabhidngige Luziferaseaktivitidt wurde
auf die konstitutive Renilla-Luziferaseaktivitidt normiert und die Kontrolle (1) gleich 1 gesetzt.
Die Daten sind Mittelwerte aus mindestens drei voneinander unabhidngigen Versuchen (n > 3) +
SEM. Die statistische Signifikanz wurde mittels eines zweiseitigen T-Tests errechnet
(*¥**P<0,001; **P<0,01; *P<0,05).

52



Ergebnisse

Wie bereits in der Literatur beschrieben (s. Einleitung), fithrt eine Aktivierung des Insu-
linsignalweges iiber PI3K und Akt zu einer Phosphorylierung von FoxO-
Transkriptionsfaktoren und somit zu deren Inaktivierung. Abbildung 3.10A und B zeigen
eine deutlich geringere Luziferaseaktivitit in insulinbehandelten (Ins.) Fibroblasten im
Vergleich zur Kontrolle. Hierbei war es gleich, ob die Behandlung mit 100 nM Insulin in

DMEM mit 10 % oder mit 0 % FCS erfolgte.

Resveratrol (Res.), ein aus der Schale roter Weintrauben isoliertes Polyphenol, fiihrt hier
in der Reportergenanalyse zu einer zweifach hoheren FoxO-Aktivitit im Vergleich zur
Kontrolle (Abb. 3.10A). In Rattenleberzellen wurde die FoxO-Lokalisation durch
Resveratrol-Behandlung in vitro moduliert und die Transkription FoxO-spezifischer

Zielgene des Glukosemetabolismus nachgewiesen (Frescas et al., 2005).

Neben Insulin wurde als weitere Kontrolle die transfizierten Fibroblasten mit 10 ng/ml
FGF2 inkubiert. In neuronalen Rattenzellen war die FoxO-Aktivitit deutlich reduziert
worden (Essaghir et al., 2009), und auch hier zeigt sich eine tendenzielle Abnahme der
FoxO-abhédngigen Luziferaseaktivitit in primdren Hautfibroblasten nach FGF2-

Behandlung, unabhingig von der FCS-Konzentration im Medium (Abb. 3.10C und D).
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Abb. 3.10: Vergleich der relativen FoxO-abhidngigen Luziferaseaktivitit in priméren
Hautfibroblasten unterschiedlicher Spender. Sechs Stunden nach der transienten Transfektion
wurden die Zellen (A) mit 100 nM Insulin (Ins.) oder mit 50 puM Resveratrol (Res.) in 10 %
FCS/DMEM, (B) mit 100 nM Insulin in 0% FCS/DMEM, (C) mit 10 ng/ml fibroblast growth
factor 2 in 10 % FCS/DMEM und (D) und mit 10 ng/ml fibroblast growth factor 2 in 10 %
FCS/DMEM behandelt. Die reporterabhiingige Luziferaseaktivitdt wurde auf die konstitutive
Renilla-Luziferaseaktivitidt normiert und die unbehandelte Kontrolle (1) auf 1 gesetzt. Dargestellt
sind Mittelwerte (n > 3) £ SEM. Die statistische Signifikanz wurde mittels eines zweiseitigen T-
Tests errechnet (***P<0,001; **P<0,01; *P<0,05).

Die Modulation der FoxO-Transkriptionsfaktoren kann iiber verschiedene Kinasen, wie
z. B. Akt, SGK oder JNK, erfolgen. Wortmannin und LY294002 inhibieren die PI3-
Kinase und unterbrechen somit die Signalweitergabe an nachgeschaltete Proteine, wie
etwa Akt. In den vorherigen Versuchen wurde eine Aktivitidtsdinderung durch UVB-
Behandlung mittels Reportergenanalyse nachgewiesen (Abb. 3.10A) und eine Zunahme
der Phosphorylierung an Akt-spezifischen Phosphorylierungsstellen von FoxO3a-Protein
in HaCaT-Zellen (Abb. 3.8). Im Folgenden sollte mittels Hemmung der PI3-Kinase die
Beteiligung der PI3K/Akt-Kaskade an der UVB-vermittelten Stressantwort zur FoxO-

Modulierung untersucht werden.

Hierzu wurden transfizierte Zellen mit zwei unterschiedlichen PI3K-Inhibitoren, 20 uM
LY294002 und 100 nM Wortmannin, fiir 30 Minuten vor der UVB-Bestrahlung inkubiert.
Die in Abbildung 3.11 zusammengefassten Daten der FoxO-abhéngigen Reportergenana-
lyse zeigen eine verringerte Luziferaseaktivitdt nach einmaliger UVB-Behandlung, auch
fir die bestrahlte Losemittelkontrolle mit DMSO. Die Luziferaseaktivitit der mit
LY294002 behandelten Zellen war unverdndert (Balken Nr. 5) und entsprach der un-

behandelten Kontrolle, wogegen 100nM Wortmannin bereits eine erhohte
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Luziferaseaktivitit induzierte (Balken Nr. 7). In beiden Féllen jedoch konnte die Behand-
lung mit PI3K-Inhibitor die UVB-induzierte Abnahme der Luziferaseaktivitaet unterbin-
den (Balken Nr. 6 und Nr. 8). Daraus lésst sich schlie3en, dass die UVB-vermittelte Mo-
dulation der FoxO-Transkriptionsfaktoren {iiber eine Aktivierung der PI3K/Akt-
Signalkaskade erfolgt.
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Abb. 3.11: Vergleich der relativen FoxO-abhidngigen Luziferaseaktivitdit in priméren
Hautfibroblasten unterschiedlicher Spender. Sechs Stunden nach der transienten Transfektion
wurden die Zellen mit 100 nM Wortmannin (WM), 20 uM LY294002 (LY) und entsprechender
DMSO-Losemittelkontrolle fiir 30 Min. vorinkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 100
J/m? UVB bestrahlt. Die reporterabhingige Luziferaseaktivitit wurde am darauffolgenden Tag
bestimmt und auf die konstitutive Renilla-Luziferaseaktivitdt normiert und die unbehandelte Kon-
trolle bzw. DMSO-Kontrolle gleich 1 gesetzt: Die Daten sind Mittelwerte aus drei voneinander
unabhingigen Versuchen (n = 3) £ SEM. Die statistische Signifikanz wurde mittels eines zweisei-
tigen T-Tests errechnet **P<0,01; *P<0,05).

Zur Uberpriifung der Phosphorylierung von FoxO3a-Protein in primiren dermalen
Fibroblasten wurden die Zellen fiir 30 Minuten mit 100 nM Wortmannin oder DMSO
(Losemittelkontrolle) prainkubiert und anschlieBend mit 100 J/m*> UVB bestrahlt. In Ab-
bildung 3.10 ist bereits eine starke Phosphorylierung von FoxO3a unter Kontrollbedin-
gungen zu erkennen. Dariiber hinaus war keine signifikante Zunahme der Phosphorylie-

rung nach UVB-Bestrahlung zu beobachten, im Gegensatz zu HaCaT-Zellen (Abb. 3.8).
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Ahnlich verhielt es sich mit der Phosphorylierung von Akt; bereits die unbehandelten
Kontrollzellen wiesen ein hohes Mal} an phosphoryliertem Akt-Protein auf. Auch hier
war keine signifikante Anderung der Phosphorylierung durch UVB-Behandlung zu be-
obachten. Die Aktivitdt von Akt wird durch die Phosphorylierung an Ser473 erhoht
(Alessi et al., 1996), wodurch die Aktivierung von Akt mit der Phosphorylierung von

FoxO3a-Protein einhergehen konnte.

JNK (c-Jun N-terminale Kinasen), werden unter Stressbedingungen phosphoryliert und
somit aktiviert. UVB induziert eine Aktivierung von JNK (Adler et al., 1996) und wurde
hier als Kontrolle fiir die UVB-Stressantwort in den Zellen ebenfalls tiberpriift. Die Wes-
tern-Blot Analyse zeigt eine starke Zunahme der Phosphorylierung von JNK an Thr183
und Thr185 nach 100 J/m> UVB im Vergleich zu der unbestrahlten Kontrolle. Durch die
Prainkubation des PI3K-Inhibitors Wortmannin wurde in allen drei untersuchten Protei-
nen die Phosphorylierung nach UVB-Behandlung stark reduziert. Daraus ldsst sich
schlielen, dass die durch UVB induzierte Stressantwort iiber PI3K verlduft. Es ist be-
kannt, dass aktivierte JNK wiederum FoxO-Transkriptionsfaktoren zu phosphorylieren

vermag, was deren Aktivierung zur Folge hat (Essers et al., 2004; Oh et al., 2005).

A B
15 -
PFOxO3a | e s s
T32
s
Pk . — o 10 1
R 2
/2]
=
2 mpFox0
pJNK o
— . @mpAkt
® OpJNK
o
GAPDH
, i
UvB - o i 3 uUvB - + + +
WM - - - * WM - - -
DMSO - - + . DMSO - -+

Abb. 3.12: (A) Vergleich von phosphoryliertem FoxO3a-, Akt- und JNK-Protein in primiren
Fibroblasten mittels Western-Blot Analyse. Die Zellen wurden mit 100 nM Wortmannin
prainkubiert, anschlieBend mit UVB (einmalig 100 J/m?) bestrahlt und 30 Minuten postinkubiert.
(B) Densitometrische Auswertung der Western Blot Analysen (n = 3) normiert auf GAPDH, Mit-
telwerte aller Daten = SEM und die Kontrolle auf 1 gesetzt.
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Nachdem in den Reportergenanalysen gezeigt werden konnte, dass die Bindeaktivitit der
FoxO-Transkriptionsfaktoren an ihre Zielsequenz durch UVB (sowie FCS und
Resveratrol) regulierbar ist, sollte im nédchsten Schritt die Lokalisation von FoxO3a in der

Zelle betrachtet werden.

Abbildung 3.13 zeigt die zusammengefassten Daten zur kernlokalisierten FoxO3a-
Fluoreszenz nach Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen an FCS, UVB-
Strahlung und Resveratrol-Behandlung. Nach einer UVB-Behandlung mit 100 J/m? und
einer Postinkubationszeit von 30 Minuten ist eine Abnahme der FoxO3a-Proteinmenge
im Zellkern zu verzeichnen (Balken Nr. 4). Somit fithrt UVB zu einem Export von
FoxO3a-Protein aus dem Zellkern, wodurch sich die Abnahme der FoxO-abhéngigen

Luziferaseaktivitdt in den vorherigen Analysen (Abb. 3.9) erkldren lésst.

In Hepatozyten erhoht Resveratrol die Lokalisation von FoxOla im Zellkern (Frescas et
al., 2005). In primdren Hautfibroblasten wurde die Menge an kernlokalisiertem FoxO3a-
Protein durch Zugabe von 50 uM Resveratrol nicht erhoht (Balken Nr. 5), sondern ver-
hielt sich wie die unbehandelten Fibroblasten. Dagegen induzierte Resveratrol in den
FoxO-abhédngigen Reportergenanalysen eine Aktivitétssteigerung um Faktor 2, die sich
demnach nicht iiber eine Anderung der Lokalisation des Transkriptionsfaktors erkliren
lasst, sondern vermutlich auf eine durch Resveratrol induzierte FoxO-Aktivittssteigerung

im Zellkern zuriickzufiithren ist.
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Abb. 3.13: Vergleich der relativen Gesamtfluoreszenz von FoxO3a-Protein im Zellkern primérer
Hautfibroblasten unterschiedlicher Spender. Die Zellen wurden 24 Stunden vor der Fixierung in
(A) 10 %, 0,2 % und 0 % FCS/DMEM low glucose kultiviert. 50 uM Resveratrol (Res.) wurde fiir
24 Stunden in 10 % FCS/DMEM hinzugeben. (B) Mikroskopische Fluoreszenzaufnahmen von
FoxO3a im Zellkern kultivierter Fibroblasten mit 10 % und 0 % FCS/DMEM Jow glucose. Die
Fluoreszenzintensitdt wurde gegen die Anzahl der Objekte (Zellzahl) korreliert. Die Daten sind
Mittelwerte (n > 4) + SEM. Die statistische Signifikanz wurde mittels eines zweiseitigen T-Tests
errechnet (***P<0,001; *P<0,05).

Zur Kontrolle wurden Fibroblasten mit 100 nM Insulin behandelt und nach 30 Minuten
fixiert. Sowohl die Behandlung in Gegenwart von 10 % FCS (Abb. 3.14 A) als auch in
serumfreiem Medium (B) verringerte die Menge an FoxO3a-Protein im Zellkern. Somit
fiihrte die Stimulierung mit Insulin zu einer Modulierung von FoxO3a und einhergehen-
den Export aus dem Nukleus ins Zytoplasma. Diese Beobachtung deckt sich mit den vor-
herigen Ergebnissen der FoxO-abhéngigen Reportergenanalysen, in denen eine Insulinbe-

handlung zu einer Verringerung der Luziferaseaktivitit fiihrte.

UVB ist unter anderem an der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies beteiligt und fiihrt
zu oxidativem Stress in Zellen. Daher wurden Fibroblasten mit 100 uM H,O, behandelt
und anschlieBend auf die Lokalisation von FoxO3a-Protein hingehend untersucht. Die
zusammengefassten Daten in Abbildung 3.14C und D zeigen eine Reduktion der FoxO3a-
Proteinmenge im Zellkern. Somit sind reaktive Sauerstoffspezies in der Lage, FoxO3a zu
modulieren und den Export aus dem Zellkern zu induzieren. Aus den Daten zur

immunzytochemischen Farbung fiir FoxO3a und zur reduzierten Luziferaseaktivitit in
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Abb. 3.9 lasst sich folgern, dass 100 uM H,O, die FoxO-Aktivitit aufgrund eines Ex-
ports aus dem Zellkern ins Zytoplasma reprimiert. Aulerdem sind die Effekte von UVB
und H>O; mit der Hypothese vereinbar, dass UVB die Modulation der FoxO-

Transkriptionsfaktoren iiber die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies hervorruft.
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Abb. 3.14: Vergleich der relativen Gesamtfluoreszenz von FoxO3a-Protein im Zellkern von pri-
miren Hautfibroblasten unterschiedlicher Spender. Die Zellen wurden 30 Min. (A) mit 100 nM
Insulin (Ins.) und (C) 100 uM H,0, in 10% FCS/DMEM behandelt. Bei FCS-reduziertem Medi-
um wurden die Fibroblasten 24 Stunden vor der Behandlung in 0 % FCS/DMEM kultiviert und
erst dann fiir 30 Min. (B) mit 100 nM Ins. und (C) mit 50 uM H,O, behandelt. Die Gesamtfluo-
reszenz von FoxO3a im Zellkern wurde auf die Anzahl der Objekte (Zellzahl) normiert und die
Kontrollbehandlung (Balken 1) auf 1 gesetzt: Die Daten sind Mittelwerte aus mindestens 5 vonei-
nander unabhingigen Versuchen (n > 3) £ SEM. Die statistische Signifikanz wurde mittels eines
zweiseitigen T-Tests errechnet (**P<0,01; *P<0,05).

34 Repetitive UVB-Bestrahlung und FoxO-/SIRT-mRNA-Spiegel

Nachdem die Aktivitdt und Lokalisation von FoxO-Transkriptionsfaktoren unter ver-
schiedenen exogenen Einfliissen in Fibroblasten untersucht wurde, stellte sich die Frage,
wie sich UVB-Behandlung iiber einen ldngeren Zeitraum, wie bei Sonnenexposition iib-
lich, auf die FoxO-Regulation auswirken konnte. Hierzu wurden UVB-Bestrahlungen mit
100 J/m? pro Tag tiber einen Zeitraum von 5 Tagen vorgenommen. Zusétzlich wurde eine
Postinkubation von 72 Stunden angeschlossen, um einen méglichen UVB-induzierten
chronischen Effekt beobachten zu kénnen und nicht nur die letzte Bestrahlung der Expo-

sitionsreihe betrachtet wird (Abb. 3.15).
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Abb. 3.15: Schematische Darstellung der repetitiven UVB-Behandlung. Die Fibroblasten wurden
an Tag 0 ausgebracht und an den 5 folgenden Tagen tdglich einmalig mit 100 J/m? bestrahlt. Im
Anschluss an die fiinfte Bestrahlung folgte eine Postinkubationszeit von 72 Stunden, bevor die
Zellen lysiert wurden.

Nach repetitiver UVB-Bestrahlung war eine veridnderte Zellmorphologie zu beobachten
(Abb. 3.16C). Die UVB-behandelten Fibroblasten sahen im Vergleich zu den
unbestrahlten Kontrollzellen sehr schmal und ausgediinnt aus, was auf einen Stresszu-
stand hindeutet. Um eine Toxizitdt der repetitiven UVB-Behandlung mit anschlieBender
72-stiindiger Postinkubation auszuschlieBen, wurde die Viabilitdt mittels WST-1 und
Propidiumiodidfarbung ermittelt. Als Kontrolle dienten hier Zellen, die nach dem jeweili-
gen Behandlungsmuster ohne UVB-Bestrahlung inkubiert worden waren. Wie Diagramm
A in Abbildung 3.16 zu entnehmen ist, war die Viabilitit nach mehrfacher UVB-
Exposition im Vergleich zur Kontrollbehandlung unverdndert. Des Weiteren wurde durch
eine Proliferationsanalyse mittels BrdU-Test keine Anderung der DNA-Replikation fest-
gestellt (Abb. 3.16B).
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Abb. 3.16: Vergleich der relativen Viabilitdt (A) und relativen Proliferationsrate (B) in humanen
Hautfibroblasten nach fiinf UVB-Behandlungen (4 100 J/m?) mit anschlieBender Postinkubation
von 72 Stunden und der entsprechenden Kontrollbehandlung. Die Daten wurden mit der Zellzahl
korreliert und auf die Kontrolle normiert. Hierbei handelt es sich um Daten aus drei unabhingigen
Versuchen, die je als Triplikat vermessen wurden und deren Mittelwerte =+ SEM abgebildet sind.
(C) Lichtmikroskopische Aufnahme von UVB-behandelten und unbehandelten Fibroblasten.

Wihrend eine einmalige Bestrahlung keine Verdnderung der FoxO-mRNA-Spiegel indu-
zierte (Abb. 3.6), zeigt Abb. 3.17, dass repetitive Bestrahlung eine deutliche Abnahme der
mRNA-Spiegel aller FoxO-Isoformen um ca. 50 % bewirkte. Die Tatsache, dass die An-
derung auch 72 Stunden nach Behandlung nachweisbar war, ldsst die Vermutung zu, dass
es sich hierbei um einen langfristigen Effekt und keine kurzzeitige Stressantwort auf ei-
nen UVB-Reiz handelt. Ein Vergleich der FoxO-mRNA-Spiegel innerhalb der UVB-
behandelten und Kontrollzellen, wobei FoxOla gleich 1 gesetzt wurde, ergab, dass
FoxO3a-mRNA-Spiegel deutlich hoher sind als jene von FoxOla. Weiterhin waren die
mRNA-Spiegel von FoxO4 etwa gleich jenen von FoxOla. Demzufolge verringern sich
alle FoxO-mRNA-Spiegel nach fiinffacher UVB-Exposition, allerdings bleibt die Vertei-
lung zwischen den drei verschiedenen FoxO-Isoformen untereinander unveridndert im

Vergleich zu den basalen Bedingungen (Abb. 3.2A).
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Abb. 3.17: Vergleich der per Realtime-RT-PCR bestimmten und auf Aprt normierten FoxO-
mRNA-Spiegel in primédren Hautfibroblasten. (A) Relative FoxO-mRNA-Spiegel nach repetitiver
UVB-Behandlung, je Tag 100 J/m? und anschliefender Postinkubation von 72 Stunden, wobei
die jeweiligen mRNA-Spiegel in unbestrahlten Kontrollzellen (K) gleich 1 gesetzt wurden. (B)
Relative FoxO-mRNA-Spiegel der Kontrollzellen ohne UVB-Bestrahlung, in denen FoxOla-
mRNA-Spiegel gleich 1 gesetzt wurden. (C) Relative FoxO-mRNA-Spiegel nach repetitiver
UVB-Behandlung, je Tag 100 J/m? und anschliefender Postinkubation von 72 Stunden, wobei
FoxOla-mRNA-Spiegel gleich 1 gesetzt wurden. Die Daten sind Mittelwerte aus drei unabhéingi-
gen Versuchen + SEM.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass repetitive UVB-Behandlung die mRNA-Spiegel
aller FoxO-Isoformen deutlich reduzierte (Abb. 3.17A), wurden im Folgenden die SIRT-
mRNA-Spiegel unter den gleichen Behandlungsbedingungen mittels Realtime-PCR-

Analyse untersucht.

Eine einmalige UVB-Bestrahlung mit 100 J/m? konnte keine Anderung der SIRT-mRNA-
Spiegel induzieren (Abb. 3.7), wogegen Abb. 3.18 eine deutliche Reduzierung der relati-
ven mRNA-Spiegel nach repetitiver UVB-Exposition zeigt. Ein Vergleich der SIRT-
mRNA-Spiegel innerhalb der UVB-behandelten und unbehandelten Zellen, wobei SIRT1
gleich 1 gesetzt wurde, zeigt, dass SIRT2-mRNA-Spiegel hoher sind als diejenigen von
SIRT1. Weiterhin waren die mRNA-Spiegel von SIRT4 bis SIRT7 deutlich unterhalb
jener von SIRT1. SIRT3-Spiegel waren etwa gleich zu jenen von SIRT1. Demzufolge
verringern sich alle SIRT-mRNA-Spiegel nach repetitiver UVB-Bestrahlung, allerdings
bleibt auch hier die Verteilung der sieben verschiedenen Sirtuine untereinander unveran-

dert im Vergleich zu den basalen Bedingungen (Abb. 3.3)
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Abb. 3.18: Vergleich der per Realtime-RT-PCR bestimmten und auf /pr¢ normierten SIRT-
mRNA-Spiegel in primiren Hautfibroblasten. (A) Relative SIRT-mRNA-Spiegel nach repetitiver
UVB-Behandlung, je Tag 100 J/m? und anschliefender Postinkubation von 72 Stunden, wobei
die jeweiligen mRNA-Spiegel in unbestrahlten Kontrollzellen (K) gleich 1 gesetzt wurden. (B)
Relative SIRT-mRNA-Spiegel der Kontrollzellen ohne UVB-Bestrahlung, in denen die SIRT1-
mRNA-Spiegel gleich 1 gesetzt wurden. (C) Relative SIRT-mRNA-Spiegel nach repetitiver
UVB-Behandlung, je Tag 100 J/m? und anschliefender Postinkubation von 72 Stunden, wobei
die jeweiligen SIRT1-mRNA-Spiegel gleich 1 gesetzt wurden. Die Daten sind Mittelwerte aus
drei unabhingigen Versuchen = SEM.

Es kann zusammenfassend festgehalten werden, dass repetitive UVB-Bestrahlungen mit
einer anschlieBenden Postinkubationszeit von 72 Stunden zu einer Reduktion der FoxO-
und SIRT-mRNA-Spiegeln fiihrt. Dieser beobachtete Effekt ist aufgrund der anschlieen-

den Inkubationszeit von 72 Stunden eine langfristige Regulation.

In Anlehnung an die Ergebnisse der Realtime-RT-PCR, nach denen die mRNA-Spiegel
aller FoxO-Isoformen nach repetitiver UVB-Bestrahlung in primdren Hautfibroblasten
reduziert waren, sollte im Folgendem die Proteinspiegel fiir FoxOla und FoxO3a mittels
Western-Blot Analyse untersucht werden. Hierzu wurden primédre Hautfibroblasten so-
wohl junger als auch alter Spender nach demselben UVB-Behandlungsmuster untersucht.
Abbildung 3.19 zeigt, dass die Proteinspiegel fiir FoxOla und FoxO3a nach mehrfacher
UVB-Behandlung sowohl in Fibroblasten alter als auch junger Spender unveréndert sind.
Die densitometrische Auswertung der Western-Blot Analyse verdeutlicht (Abb. 3.19B),
dass die repetitive UVB-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle keine Auswirkung auf
die Expression von FoxO-Proteinen hat. Zusitzlich kann eine alternsabhidngige Stress-

antwort hinsichtlich der FoxO-Expression ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.19: (A) Vergleich der FoxOla- und FoxO3a-Proteinspiegeln in primiren Fibroblasten
nach fiinfmaliger UVB-Behandlung (UV = 100 J/m? pro Tag) und anschlieBender Postinkubation
von 72 Stunden, normiert auf GAPDH. (B) Densitometrische Auswertung der Western-Blot Ana-
lysen (n = 4), Mittelwerte aller Daten = SEM und die Kontrolle (K) auf 1 gesetzt.

Nachdem gezeigt wurde, dass repetitive UVB-Behandlung keinen Einfluss auf die FoxO-
Proteinmenge hat, sollte iiberpriift werden ob die Lokalisation von FoxO3a nach chroni-
scher Stressbehandlung verdndert ist. Des Weiteren wurde eine Zellzyklusanalyse vorge-
nommen, um zu testen, ob eine wiederholte UVB-Behandlung zu einer Verschiebung der

Zellzyklusphasen fiihrt.
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Abb. 3.20: Vergleich der relativen Gesamtfluoreszenz von FoxO3a-Protein (A) und
Hoechst 33342 (B) im Zellkern primérer Hautfibroblasten unterschiedlicher Spender. Die Zellen
wurden fiinf Mal mit 100 J/m?> UVB pro Tag bestrahlt und nach 72 Stunden Postinkubationszeit
fixiert. Die Fluoreszenzintensitéit im Zellkern wurde gegen die Anzahl der Objekte (Zellzahl) kor-
reliert. (B) Vergleich der relativen Gesamtfluoreszenz in UVB-behandelten Zellen und der
unbestrahlten Kontrolle (K), wobei die Kontrolle gleich 1 gesetzt wurde. (C) Die Fluoreszenzin-
tensitdt wurde gegen die Anzahl der Objekte (Zellzahl) korreliert. Die Daten sind Mittelwerte (n =
8) = SEM.
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Abbildung 3.20A zeigt den Vergleich der relativen Gesamtfluoreszenz von nukledrem
FoxO3a-Protein in bestrahlten und unbestrahlten Zellen. Nach wiederholter UVB-
Behandlung und einer Postinkubationszeit von 72 Stunden war die Menge an FoxO3a-
Protein im Zellkern sowohl bei den UVB-bestrahlten als auch Kontrollzellen gleich. So-
mit unterscheidet sich die einmalige von der fiinffachen UVB-Behandlung in der Lokali-
sation von FoxO3a-Protein. Wéhrend eine einmalige Behandlung zur Verringerung von
FoxO3a im Zellkern fithrte (Abb. 3.13), hat die chronische UVB-Bestrahlung im Ver-

gleich zu den Kontrollbedingungen keinen Einfluss auf die Menge an nukledrem FoxO3a.

Aufgrund des langen Behandlungs- und Kultivierungszeitraumes der priméren

Fibroblasten folgte eine Zellzyklusanalyse.

Diagramm B (Abb. 3.20) zeigt die relative Gesamtfluoreszenz von UVB-behandelten und
unbehandelten Fibroblasten aus der G1-Phase. Aufgrund der Konfluenz der Kulturen zum
Zeitpunkt der Analysen (und Zelllyse) und aufgrund der entsprechenden Kontaktinhibiti-
on der Zellen befanden sich alle Zellen in der Zellzyklusphase G1. Daher sind auch keine
weiteren Zellzyklusphasen aufgefiihrt. Demnach proliferierten sowohl die UVB-

bestrahlten als auch Kontrollzellen aufgrund der begrenzten Flache nicht weiter.

Eine Uberpriifung der FoxO-Aktivitit mittels Reportergenanalyse, wie sie bereits bei der
einfachen UVB-Behandlung durchgefiihrt wurde, war bei der repetitiven Bestrahlung
nicht moglich: Zum einen konnte {iber den langen Zeitraum, in dem die Zellen weiterhin
proliferieren, das transfizierte Konstrukt verloren gehen bzw. ausdiinnen und zum ande-
ren war die Transfektion mit den verwendeten FoxO-responsiven Konstrukten nach 48

Stunden fiir priméire Hautfibroblasten toxisch.

Es kann zusammenfassend festgehalten werden, dass eine einmalige UVB-Bestrahlung
keine Auswirkung auf Zellzyklus und DNA-Replikation hatte und die Transkription von
FoxO-Transkriptionsfaktoren und SIRT-Deacetylasen unveridndert blieb. Es wurde jedoch
eine deutliche Aktivitdtsdanderung nach 100 J/m? UVB-Bestrahlung festgestellt, die eine
Abnahme der FoxO-abhingigen Luziferaseaktivitdt in Reportergen-Analysen zur Folge
hatte. Des Weiteren wurde eine verminderte Menge an FoxO3a-Protein im Zellkern be-
handelter Fibroblasten beobachtet. Der Vergleich zu den mehrfach UVB-bestrahlten
Fibroblasten zeigt, dass eine signifikante Abnahme der FoxO- und SIRT-mRNA-Spiegel
nach repetitiver UVB-Exposition zu messen war, allerdings keine Anderung der FoxO-

Proteinmenge und Lokalisation von FoxO3a.
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3.5 Repetitive UVB-Bestrahlung und zellulaere Seneszenz

Repetitive Stressinduktionen konnen Alterungsprozesse in Zellen beschleunigen und
wurden als in vitro Alterungsmodell (SIPS — stress-induced premature senescence) disku-
tiert (Brack et al., 2000). Im néchsten Schritt wurde deshalb tiberpriift, ob die fiinfmalige
UVB-Bestrahlung mit je 100 J/m? und einer Postinkubationszeit von 72 Stunden verfriihte
Alterung in primiren Hautfibroblasten induziert. Hierzu wurde die SA (senescence-
associated)-p-Galaktosidase Farbung verwendet, die als anerkannter Marker fiir Alterung

angesehen ist (Dimri et al., 1995).

Die Féarbung auf SA-B-Gal als Seneszenzmarker ergab, dass nach repetitiver UVB-
Bestrahlung von Fibroblasten iiber fiinf Tage (je 100 J/m?) eine Anreicherung SA-B-Gal-
positiver Zellen in der Kultur erfolgte, die in den jeweiligen Kontrollen nicht aufzufinden
war (Abb. 3.21). Nach fiinfmaliger Bestrahlung war der Anteil positiver Zellen mit 22 %
etwa dreimal hoher als in Kontrollkulturen. Repetitive UVB-Bestrahlung hatte somit zur

erhohten Expression eines klassischen Seneszenzmarkers in Fibroblastenkulturen gefiihrt.
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Abb. 3.21: (A) Vergleich der seneszenzabhingigen (SA) B-Galaktosidase-Farbung nach UVB-
Behandlung (100 J/m? pro Tag) in humanen Hautfibroblasten. Hierbei handelt es sich um Daten
aus drei unabhdngigen Versuchen, bei denen je drei Gesichtsfelder bzw. mindestens 150 Objekte
ausgezéhlt wurden und deren Mittelwerte + SEM gebildet worden sind. (B) Lichtmikroskopische
Aufnahmen von SA-B-Gal negativ (pH 6,0) und positiv (pH 4,0) gefarbten Fibroblasten.

Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass repetitive UVB-Bestrahlungen in priméren

Hautfibroblasten Alterung induziert und sowohl FoxO- als auch SIRT-mRNA-Spiegel um
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ca. 50 % verringert waren, wurden weitere Alterungsmodelle hinzugezogen, um die Rolle

von FoxO-Transkriptionsfaktoren zu untersuchen.

Zunichst wurden die mRNA-Spiegel aus isolierten Hautfibroblasten von Spendern unter-
schiedlichen Alters (jung < 35 Jahre, alt > 62 Jahre) betrachtet. Die per Realtime-RT-PCR
analysierten FoxO-mRNA-Spiegel (FoxOla, -3a, -4) ergaben, dass die Spiegel fiir
FoxO3a-mRNA im Schnitt mehr als siebenmal hoher waren als jene von FoxOla
(Abb. 3.22A). FoxO4-mRNA Spiegel liegen tendenziell tiber jenen von FoxOla. Ver-
gleicht man die zusammengefassten Daten der relativen FoxO-mRNA-Spiegel mit jenen
der basalen Bedingungen (Abbildung 3.2A), so dhnelt sich die Verteilung der mRNA-

Spiegel unter den drei verschiedenen FoxO-Isoformen.

Schliisselt man wie in Diagramm B dargestellt die einzelnen mRNA-Spiegel der unter-
schiedlichen Probanden auf (jung in grau und alt in schwarz), so existierten starke inter-
individuelle Unterschiede. Allerdings war keine Korrelation zwischen Alter der

Zelldonoren und einzelner mRNA-Spiegel festzustellen.

Fasst man die mRNA-Spiegel aller jungen Spender zusammen und setzt sie gleich 1, so
sind die relativen mRNA-Spiegel aller drei FoxO-Transkriptionsfaktoren in alten Spen-
dern etwa gleich jenen von jungen. Die hohen Standardabweichungen sind auf die gro3en
interindividullen Unterschiede zuriickzufithren, wie sie bereits Diagramm B widerspie-
gelt. Demnach scheint sich das SIPS-Modell deutlich von den isolierten Hautfibroblasten
unterschiedlich alter Spender hinsichtlich der mRNA-Spiegel zu unterscheiden. Wéhrend
im SIPS-Modell FoxO-mRNA-Spiegel nach repetitiver UVB-Behandlung verringert wa-
ren, konnte im Vergleich zwischen Fibroblasten alter und junger Spender kein Unter-

schied in der Expression der FoxO-Transkriptionsfaktoren beobachtet werden.

In Diagramm D wurden fiir alle mRNA-Spiegel die Mittelwerte aus jungen und alten
Spender zusammengefasst. Die SIRT-mRNA-Spiegel der Isoformen 1 bis 7 unterschieden
sich stark voneinander. Die Expression von SIRT2 ist viermal hoher als SIRT1, wéahrend
SIRT3 und SIRTI-mRNA Spiegel einander gleichen sowie SIRT4, SIRTS, SIRT6 und
SIRT7 verhdltnismédBig geringe mRNA-Spiegel aufzeigten. Die zusammengefassten
SIRT-mRNA-Spiegel zeigen keine Unterschiede im Expressionsmuster von Zellen alter
und junger Spender. Somit konnen sowohl FoxO- als auch SIRT-mRNA-Spiegel in iso-
lierten Zellen aus unterschiedlichen Probanden verschiedenen Alters als altersunabhingig

bezeichnet werden.
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Abb. 3.22: Vergleich der per Realtime-RT-PCR bestimmten und auf HPRT normierten FoxO-
und SIRT- mRNA-Spiegel in Patientenfibroblasten unterschiedlichen Alters. (A) FoxO-mRNA-
Spiegel aus 9 verschiedenen Zelldonoren unterschiedlichen Alters (FoxOla gleich 1 gesetzt). (B)
Darstellung der einzelnen relativen FoxO-mRNA-Spiegel (jung = grau; alt = schwarz). (C) Ver-
gleich der mRNA-Spiegel aus Fibroblasten alter Spender ins Verhéltnis gesetzt zu denen von
jungen Donoren (jung < 35 Jahre, alt > 62 Jahre). (D) SIRT-mRNA-Spiegel aus 9 verschiedenen
Zellspendern unterschiedlichen Alters (SIRT1 auf 1 gesetzt). Die Daten sind Mittelwerte (n = 9) +
SEM. In (C): Mittelwerte aus 4 alten und 4 jungen Spendern (jung auf 1 gesetzt) + SEM.

Nachdem  keine  alternsabhédngigen  Unterschiede  fir ~ FoxO-mRNA  in
Patientenfibroblasten festzustellen waren, wurden im nichsten Schritt die Proteinspiegel
fiir FoxOla und FoxO3a mittels Western-Blot Analyse untersucht. Abbildung 3.23 zeigt
die Ergebnisse der Proteinanalytik der beiden FoxO-Transkriptionsfaktoren, wobei es
keinen altersabhéngigen Unterschied, ausschlieBlich interindividuelle Schwankungen, in
der FoxOla-Proteinmenge gab (A). Dagegen ist die Menge an FoxO3a-Protein in
Fibroblasten &lterer Spender um ca. 40 % geringer als in denen junger Spender (B). Somit
zeigt die densitometrische Auswertung keinen Unterschied in der FoxO1la-Proteinmenge,

sondern nur eine geringere FoxO3a-Proteinmenge in Fibroblasten élterer Spender. Zu-
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sammenfassend spiegeln sich auch in diesem Alterungsmodell die Ergebnisse aus den

vorangegangenen Realtime-RT-PCR Analysen nicht in der Proteinmenge wider.
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Abb. 3.23: (A) Vergleich von FoxOla- und (B) FoxO3a-Proteinspiegeln in priméiren
Fibroblasten, isoliert aus Proben von Patienten unterschiedlichen Alters, normiert auf GAPDH.
(C) Densitometrische Auswertung der Western Blot-Analysen von FoxOla (jung n = 6, alt n = 4)
und FoxO3a (jung n = 5, alt n =5): Mittelwert aller Daten + SEM, Kontrolle auf 1 gesetzt. Die
statistische Signifikanz wurde mittels eines zweiseitigen T-Tests errechnet (**P<0,01).

In Analogie zur Western-Blot Analyse der Proteinspiegel in Patientenfibroblasten wurden
erginzend isolierte primire Keratinozyten aus alten und jungen Patienten hinsichtlich der
FoxOla- und FoxO3a-Proteinspiegel hinzugezogen. Abbildung 3.24 zeigt, dass keine
alternsabhingigen Unterschiede in der Proteinmenge von FoxOla (A) und FoxO3a (B)
nachzuweisen sind. Zusédtzlich war die SIRT1-Proteinmenge in priméren Keratinozyten
von jungen und alten Donoren ebenfalls unveridndert. Die densitometrische Auswertung
(C) fasst die Daten aller ausgewerteten Banden zusammen und wurden zu den ,,jungen®

Keratinozyten ins Verhiltnis gesetzt.
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Abb. 3.24: Vergleich von SIRT1-, FoxOla- (A) und FoxO3a-Proteinspiegeln (B) in priméren
Keratinozyten, isoliert aus Patienten unterschiedlichen Alters, normiert auf GAPDH. (C)
Densitometrische Auswertung der Western Blot Analysen: Mittelwert aller Daten (N = 12) +/-
SEM, jung auf 1 gesetzt.

Zusammengefasst mit den vorherigen Realtime-PCR Analysen (Abb. 3.22) wurden keine
Unterschiede in den mRNA-Spiegel, weder fiir FoxO-Transkriptionsfaktoren noch Sirt-
Deacetylasen, zwischen alten und jungen Spendern festgestellt. Dieser Trend setzte sich
auch in den Proteinspiegeln fiir FoxOla in Fibroblasten und FoxOla, 3a und SIRT1 in
primdren Keratinozyten fort. AusschlieBlich die Proteinmenge von FoxO3a war in isolier-

ten Fibroblasten aus élteren Spendern verringert.

Bereits Anfang der 60er Jahre wurde beobachtet, dass diploide Zellen nur iiber einen be-
stimmten Zeitraum in vitro proliferieren kénnen (Hayflick, Moorhead, 1961) und es unter
anderem durch Telomerverkiirzungen zu einem Zellzyklusstopp kommt (Allsopp et al.,
1992). Diese Form der replikativen Seneszenz ist ein weiteres Alterungsmodell und wur-

de hingehend auf FoxO-mRNA-Spiegeln untersucht.

Um in vitro gealterte Zellen zu generieren, wurden primédre Fibroblasten dreier unter-
schiedlicher Spender (F103, F104, F118) in einem gleichmiBigen Verhiltnis (1:3) bei
stets gleicher Konfluenz bis zum Stillstand der Zellteilung, dem sogenannten Hayflick-
Limit, passagiert und wihrenddessen die Zellzahl bestimmt. In Abbildung 3.21 wurden
die berechneten Zellteilungsraten (population doublings) gegen den Zeitverlauf aufge-
fithrt. Es ist deutlich zu erkennen, dass sich bei allen drei Spendern nach ca. 55 Tagen

eine Stagnierung der Zellteilungsrate einstellte. Somit wurden Fibroblasten der Passage
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12 oder geringer als jung und Zellen ab Passage 28 als alt eingestuft. SchlieSlich wurden
replikativ gealterte Fibroblasten sowie junge Zellen hinsichtlich der Expression der
FoxO-Isoformen mittels Realtime-PCR-Analysen untersucht und sodann gefragt, ob sich
etwaige Unterschiede wie im SIPS-Modell auch in replikativ gealterten Zellen wiederfin-
den lieBen. Wiederholbare, in allen drei untersuchten Fibroblastenlinien festzustellende
Verianderungen der FoxO-mRNA Spiegel nach replikativer Alterung existieren im Falle
von FoxOla und FoxO3a, wihrend der FoxO4-mRNA Spiegel sich nicht signifikant von
der Situation in jungen Zellen unterscheidet (Abb. 3.25 B). Auch in repetitiv behandelten
Fibroblasten des SIPS-Modelles war ein gegeniiber den Kontrollzellen geringerer
FoxOla-mRNA Spiegel festzustellen. Im Unterschied zur replikativen Seneszenz hinge-

gen waren die mRNA-Spiegel fiir FoxO3a nicht erhdht.
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Abb. 3.25: (A) Vergleich der Zellverdopplungen (population doublings) in dermalen Fibroblasten
dreierverschiedener Spender (F103, F104, F118) (B) Vergleich der per Realtime-RT-PCR be-
stimmten FoxO-mRNA-Spiegel von jungen (niedrige Passage) und alten (hohe Passage)
Fibroblasten. Daten sind Mittelwerte (n = 3) £ SEM.

AbschlieBend stellte sich die Frage, inwieweit die unterschiedlichen Zellkulturmodelle fiir
die Untersuchung der Alterung von priméren Fibroblasten ausreichend physiologisch
sind. Hierzu wurden ebenfalls Patientenfibroblasten unterschiedlichen Alters gleichméfig
passagiert und die Zellteilungsraten zwischen jungen und alten Spendern miteinander
verglichen. Im Vorfeld wurde angenommen, dass isolierte Fibroblasten aus dlteren Spen-

dern sich weniger hiufig teilen und somit eine verfrithtes Hayflick-Limit auftritt.
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In Abbildung 3.26 sind die Verdopplungsraten der von jungen (grau) und alten (schwarz)
Patienten stammenden Fibroblasten aufgefiihrt. Nach ca. 50 Tagen wurde keine Abnahme
der Zellverdopplungsraten bei Fibroblasten élterer Spender beobachtet. Auch nach Wei-
terfithren der Zellverdopplungsraten einiger Spenderfibroblasten zeichnete sich kein Un-
terschied zwischen den jungen und alten Donoren ab. Allerdings konnte man bei den wei-

tergefiihrten Fibroblasten eine leichte Abnahme der Teilungsrate erkennen.
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Abb. 3.26: Vergleich der Zellverdoppelung (population doublings) verschiedener
Patientenfibroblasten unterschiedlichen Alters (jung = grau; alt = schwarz).

Es wurde die Hypothese formuliert, dass eine Diskrepanz zwischen FoxO3a-mRNA- und
Proteinspiegel im SIPS-Modell (Abb. 3.19) moglicherweise auf RNA-stabilisierende Pro-
teine zuritickzufiihren sei. Daher wurden HaCaT-Zellen mit siRNA fiir HuR (Hu-Antigen
R), ein bekannterweise mRNA-stabilisierendes Protein (Wang, 2000), transifiziert und
auf Anderung der FoxO3a-Proteinspiegel untersucht. 48 Stunden nach der Transfektion
der HuR-siRNA war keinerlei HuR-Protein mehr nachweisbar (B), allerdings konnte zeit-
gleich keine Abnahme der FoxO3a-Proteinmenge festgestellt werden. In der
densitometrischen Auswertung (Abb. 3.27B) ist zu erkennen, dass sich die FoxO3a-

Spiegel nach HuR-Depletion im Vergleich zur Kontroll-siRNA unverdndert waren.
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Abb. 3.23: (A) Vergleich der FoxO3a- und HuR-Proteinspiegel in HaCaT-Zellen 48 h nach tran-
sienter Transfektion von HuR- und entsprechender Kontroll-siRNA, normiert auf GAPDH. B)
Densitometrische Auswertung der drei voneinander unabhingigen Versuche. Die Daten sind Mit-

telwerte £ SEM
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4, Diskussion

4.1 UVB reguliert FoxO-Aktivitiit

Die basale Expression der verschiedenen FoxO- und SIRT-Isoformen in dermalen
Fibroblasten und Keratinozyten war bisher nicht beschrieben worden, daher sollte dies

zuerst im Rahmen dieser Arbeit mittels Realtime-PCR-Analyse untersucht werden.

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die basalen mRNA-Spiegel, so-
wohl der unterschiedlichen FoxO- als auch SIRT-Isoformen, sich stark voneinander un-
terscheiden. So wurde in priméren Fibroblasten und HaCaT-Zellen ein ca. dreifach hohe-
rer mRNA-Spiegel fiir FoxO3a als fiir FoxOla gemessen (Abb. 3.2A, B). Demnach konn-
te auch mehr FoxO3a- als FoxOla-Protein innerhalb der Zelle vorliegen und die Regula-
tion der antioxidativen Abwehr, Zellzyklus und Apoptose iiberwiegend tiber FoxO3a als
FoxOla verlaufen. Unterschiedliche FoxO-Proteinspiegel innerhalb eines Zell- oder Ge-
webetyps sind nicht bekannt, allerdings wurde durch einen Knock-out von FoxOla und
FoxO3a in Miusen schwere Schidden in der embryonalen Entwicklung hervorgerufen,
was wiederum FoxO4”-Mutanten nicht zu beobachten war (Hosaka et al., 2004;
Furuyama et al., 2004) Dies ldsst die Schlussfolgerung zu, dass unterschiedliche
Isoformen verschiedene Funktionen iibernehmen und moglicherweise in dermalen Zellen
FoxO3a eine fithrende Rolle, z. B. in der antioxidativen Abwehr, einnimmt. Aullerdem
konnte anhand von Untersuchungen in Hundertjdhrigen gezeigt werden, dass SNPs im
foxo3a-Gen mit vermindertem Auftreten von altersabhéngigen Erkrankungen in Zusam-
menhang stehen (Flachsbart et al., 2009), allerdings nicht fiir foxola, foxo4 und foxo6
(Kleindrop et al., 2011).

Weitere Realtime-PCR-Analysen haben gezeigt, dass die mRNA-Spiegel der FoxO-
Transkriptionsfaktoren in dermalen Fiborblasten doppelt so hoch waren wie in HaCaT-
Zellen (Abb. 3.2C, D). Eine geringere mRNA-Menge wiirde im Allgemeinen auch auf
eine geringere Verfiigbarkeit von FoxO-Proteinen in Keratinozyten hindeuten. Dies konn-
te wiederum zur Folge haben, dass FoxO-Faktoren eine weitaus geringere Rolle in der
Epidermis als in der darunterliegenden Dermis einnehmen. Da primédre Keratinozyten
eine relativ kurze Lebensdauer von 28 Tagen haben und durch ihre physiologische Loka-
lisation exogenen Noxen deutlich stiarker ausgesetzt sind, wére eine vergleichbare oder
vielleicht sogar hohere FoxO-Proteinmenge von Nachteil. So kénnte zum Beispiel durch

Bildung von ROS, wie es in vitro mit Behandlung von Schwermetallionen gezeigt wurde
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(Eckers & Klotz, 2009), zu einer Translokation und Aktivitdtsabnahme fiihren, was unter
anderem zu einer verringerten Expression antioxidativer Enzyme (MnSOD) zur Folge

hitte.

Letzten Endes kann in dieser Arbeit die Differenz der unterschiedlichen FoxO-Expression
und funktionellen Unterschiede zwischen den beiden Hautzelltypen nicht hinreichend

geklart werden.

Bei der Untersuchung der Expressionsmuster der Sirtuine (Abb. 3.3) in priméren
Hautfibroblasten wurde deutlich, dass SIRT2-mRNA-Spiegel im Vergleich zu SIRTI
mehr als doppelt so hoch waren und diejenigen von SIRT4-5 deutlich darunter lagen. Ei-
ne Ursache fiir diese Beobachtung konnte die Verteilung der einzelnen Isoformen in den
Zellkompartimenten sein. So sind SIRT3-5 ausschlieflich mitochondriell lokalisiert,
SIRT1 und 2 sowohl zytoplasmatisch als auch nukledr. SIRT6 und 7 wurden als haupt-
sdchlich kernlokalisiert beschrieben (Michan & Sinclair, 2007; North & Verdin, 2007;
Tanno et al., 2007). Da der Massenanteil der Mitochondrien in Relation zu den anderen
Kompartimenten in Fibroblasten deutlich geringer einzuschitzen ist, konnte auch eine
geringere Proteinmenge, und damit die beobachtete geringere Expression zumindest fiir
SIRT4 und 5, teilweise erkliart werden. Ein Vergleich der relativen mRNA-Spiegel in
verschiedenen Geweben, wobei die mRNA-Spiegel aus dem Gehirn gleich 1 gesetzt wur-
den, deutet auf eine hohere Expression von SIRT3-5 als SIRT1 im Herzen hin (Michishita
et al., 2005). Zellen mit einem hohen ATP-Bedarf, insbesondere Muskel-, Leber und Ge-
hirnzellen, besitzen eine hohere Mitochondrienmasse und —aktivitit, wodurch die héheren
mRNA-Spiegel mitochondrialer Sirtuine zu erkldren wéren. Dies wiirde die Hypothese
stiitzen, dass die unterschiedlichen mRNA-Spiegel der verschiedenen Isoformen auf die

Zellkompartimente zuriickzufiihren wére.

Nachdem Unterschiede der Expressionsspiegel zwischen (i) den einzelnen FoxO-
Isoformen (i1) SIRT-Isoformen und (iii) zwischen unterschiedlichen Zelltypen dermalen
humanen Gewebes nachgewiesen werden konnten, wurde untersucht, ob sich Verdnde-
rungen der SIRT-Proteine und der FoxO-Faktoren auf transkriptioneller und/oder

posttranslationaler Ebene durch UVB-Stimulus nachweisen lassen.

Die Daten der Realtime-PCR-Analysen zu den mRNA-Spiegeln konnten weder eine An-
derung der Expression von FoxO- (Abb. 3.6A) noch SIRT-Isoformen (Abb. 3.7) nach
UVB-Bestrahlung aufzeigen. Auch Proliferation und Replikation waren durch UVB nicht

75



Diskussion

beeinflusst, wodurch auch keine Anderung der mRNA-Spiegel zu erkliren wire. Ein
Zellzyklusstopp fiir UVB-behandelte Zellen hitte zu einem Replikationsstopp und ver-

minderten FoxO- bzw. SIRT-Expression zur Folge haben konnen.

Ungeachtet der unverdnderten FoxO-Expression, wurde eine Regulation der FoxO-
abhédngigen Reportergenantwort (Abb. 3.9A) und eine Abnahme von nukledrem FoxO3a-
Protein (Abb. 3.13) nachgewiesen. UVB wird in biologischen Systemen von aromati-
schen Aminosduren und Nukleinsduren absorbiert, wodurch in den UVB-bestrahlten
Fibroblasten z. B. Tryptophan oder die DNA selber angeregt wurde und die Bildung reak-
tiver Sauerstoffspezies induziert haben kénnte. Ahnliche Beobachtungen wurden anhand
von unterschiedlichen UVA-Bestrahlungsmethoden in verschiedenen Zellkulturmedien
gezeigt, wobei auch hier die H,O,-Konzentration angestiegen war (Mahns et al., 2003).
Daher wurden dermale Firboblasten mit H,O, behandelt, um eine UVB-Behandlung zu
simulieren, und es konnte ebenfalls eine Abnahme der FoxO-abhidngigen
Luziferaseaktivitidt beobachtet werden. Somit konnte gezeigt werden, dass ROS zu einer

negativen Regulierung der FoxO-Aktivitit fithrt und durch UVB induziert werden kann.

Im nichsten Schritt dieser Arbeit sollte untersucht werden, wie UVB die Aktivitidt von
FoxO-Transkriptionsfaktoren beeinflussen kann. Hierzu wurde zundchst die FoxO3a-
Phosphorylierung in HaCaT-Zellen nach UVB-Bestrahlung betrachtet. Eine Phosphory-
lierung von T32 fiihrt in der Regel zu einer Translokation von FoxO3a ins Zytoplasma
und konnte mittels Western-Blot-Analyse nachgewiesen werden (Abb. 3.8). Somit indu-
ziert UVB als exogener Stressfaktor eine erhohte FoxO3a-Phosphorylierung in HaCaT-
Zellen, allerdings konnte dieser Effekt in primdren Fibroblasten nicht gezeigt werden
(Abb. 3.12). Aufgrund vorheriger Arbeiten mit HaCaT-Zellen und UVB-Behandlung (AG
Prof. Klotz) wurde 24 Stunden vor der Behandlung das Zellkulturmedium durch serum-
freies Medium ersetzt. Bei der Kultivierung der dermalen Fibroblasten wurde vor und
nach der UVB-Behandlung grundsitzlich Medium mit 10 % FCS verwendet, damit sich
die Bedingungen zwischen einmaliger und der spéteren flinffachen UVB-Behandlung
nicht unterscheiden und im Anschluss auch miteinander vergleichbar sind. Allerdings
sind Wachstumsfaktoren in der Lage {iber Stimulierung von Rezeptortyrosinkinasen, Akt-
und FoxO-Phosphorylierung zu bewirken (Wang et al., 2000). Demnach konnte vermut-
lich eine UVB-Bestrahlung in Fibroblasten, aufgrund der hohen basalen Phosphorylie-
rung, keine vermehrte FoxO3a-Phosphorylierung wie in HaCaT-Zellen hervorrufen. Selt-

samerweise hatte dies keinen FEinfluss auf die FoxO3a-Proteinmenge in der
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immunzytochemischen Analyse und es wurde eine Abnahme von nukledirem FoxO3a
nachgewiesen (Abb. 3.9B). Anderseits wurde anhand einer Mutation in der nukledren
Exportsequenz (NES) von FoxO-Faktoren bereits gezeigt, dass ein iiber PI3K/Akt-
vermittelter Export nicht zwingend notwendig ist, um sich auf die FoxO-Aktivitit auszu-
wirken (Tsai et al., 2003). In Folge dessen wire es vorstellbar, dass die starke FoxO-
Phosphorylierung in primédren Fibroblasten nicht zwangsldufig zu einer Translokation
fiihren muss. Die Daten der FoxO-abhédngigen Luziferaseaktivitdt konnen aufgrund der
transienten Transfektion in serumfreien Medium nicht zur Unterstiitzung dieser Hypothe-
se herangezogen werden. Allerdings deuten die immunzytochemischen Analysen darauf
hin, dass es trotz der hohen FCS-Konzentration und der daraus resultierenden starken

Akt- und FoxO-Phosphorylierung es zu einer Abnahme von nukledrem FoxO3a kommt.

Dariiber hinaus wurde eine Zunahme der JNK-Phosphorylierung nach UVB-Bestrahlung
in dermalen Fibroblasten beobachtet (Abb. 3.12). Da UVB die Aktivitit durch Phospho-
rylierung von JNK induziert und dies iiber die Bildung von ROS geschieht (Adler et al.,
1996), wird noch einmal die Hypothese gestiitzt, dass UVB-Strahlung ROS-Bildung in
dermalen Fibroblasten induziert und somit Auswirkung auf die Regulation von FoxO-
Faktoren nehmen kann. In diesem Fall wiirde eine erhohte JNK-Phosphorylierung in Be-
zug auf FoxO3a bedeuten, dass eine erhohte Kernlokalisation auftritt, wie sie fiir FoxO4
bereits gezeigt wurde, und/oder den 14-3-3-vermittelten Export verhindern (Essers et al.,
2004; Oh et al., 2005). Dies konnte weder in der FoxO-responsiven Reportregenanalyse
noch in der immunzytochemischen Farbung in UVB-behandelte Fibroblasten belegt wer-
den. Daher kann man davon ausgehen, dass UVB wie erwartet eine erhohte JNK-
Phosphorylierung hervorruft, die aber keinen Einfluss auf die FoxO-Aktivitit in dermalen

Firbroblasten nimmt.

Somit ist die Stimulierung mit UVB-Bestrahlung in primiren Hautfibroblasten und die
dadurch entstandene Modulation von FoxO-Transkriptionsfaktoren vergleichbar zu be-
reits untersuchten Stressfaktoren in anderen Zelltypen. So wurde wie bereits erwdhnt
durch Behandlung mit Schwermetallionen in Leberzellen der Export von GFP-
gekoppeltem FoxOla-Protein aus dem Nukleus ins Zytoplasma beobachtet (Eckers et al.,
2009). Die Uberexpression von Katalase, einem Enzym das Wasserstoffperoxid abbaut,
fithrte in Muskelzellen zu einer Erh6hung FoxO-abhéngiger Reporteraktivitidt und kann
auf die verringerte Menge an ROS zuriickgefiihrt werden (Dodd et al., 2010).
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Nachdem die Aktivitdit des FoxO-responsiven Promoterkonstruktes durch UVB-
Bestrahlung herabgesetzt wurde und nukledres FoxO3a abnahm, sollte im Folgenden die
Regulation von FoxO-Faktoren iiber den PI3K/Akt-Signalweg nachgewiesen werden. In
den Western-Blot-Analysen wurde keine erhohte Akt-Phosphorylierung (S473) nach
UVB-Bestrahlung nachgewiesen, was, wie oben bereits diskutiert wurde, auf die hohe
FCS-Konzentration zuriickgefiihrt werden kann (Abb. 3.12). Allerdings wurde durch In-
hibierung der PI3K sowohl eine Abnahme der Akt-, FoxO- und JNK-Phosphorylierung
beobachtet, als auch die UVB-vermittelte Reduktion der FoxO-responsiven Promotorak-
tivitit antagonisiert (Abb. 3.11). Somit konnte gezeigt werden, dass UVB iiber die Bil-
dung von ROS den Signalweg unterhalb von PI3K reguliert.

In dieser Arbeit konnte eindeutig gezeigt werden, dass UVB zu einer negativen Regulati-

on der FoxO-Aktivitdt fiihrt und zusitzlich die nukledre FoxO3a-Proteinmenge reduziert.

2011 wurde eine gegensétzliche Hypothese verdffentlicht, in der durch UV-Strahlung in
MCF-7 Brustkrebszellen GFP-gekoppeltes FoxO3a vom Zytoplasma in den Zellkern
transferiert. Auch eine Vorbehandlung mit Wortmannin konnte keine Anderung der
FoxO-Translokation bewirken (Wang et al., 2011). Zum einen wurde in der Publikation
nicht auf die UV-Art eingegangen, was fiir die Absorption im biologischen System ent-
scheidend ist und erst dadurch eine Relevanz fiir die Zelle aufkommt. Zum anderen han-
delt es sich hierbei um Brustkrebs- und Lungenkrebszellen, die moglicherweise Mutatio-
nen an FoxO-Transkriptionsfaktoren tragen konnten, wodurch eine Phosphorylierung an
spezifischen Aminosduren und der damit verbundene Export nicht mehr moglich wire.
Des Weiteren konnten auch andere wichtige Signalproteine in der FoxO-Regulation be-
troffen sein. Bei einem Funktionsverlust der PI3K wiirde eine mogliche UV-vermittelte
Aktivierung von Akt ausbleiben, was ebenfalls Auswirkungen auf die Lokalisation der

FoxO-Faktoren hiitte.

AbschlieBend konnte zu den FoxO-abhingigen Reportergenanalysen gezeigt werden, dass
Resveratrol zu einer gesteigerten Promotoraktivitit in dermalen Fibroblasten fiihrt. In
Rattenleberzellen wurde ein dhnlicher Effekt durch Resveratrol und der daraus resultie-
renden FoxOla-abhidngige Steigerung der Glukoneogenese beschrieben (Frescas et al.,

2005). Allerdings wurde in dermalen Fibroblasten keine Zunahme von nukledrem
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FoxO3a beobachtet (Abb. 3.13). Resveratrol gilt als potenter Aktivator fiir SIRT1 und
wird mit Langlebigkeit (Howitz et al., 2003) und Tumorsupression (Woo et al., 2004) in
Zusammenhang gebracht. Daher konnte man schlussfolgern, dass Resveratrol in dermalen
Fibroblasten die SIRT-Aktivitit steigert und moglicherweise FoxO-Proteine deacetyliert.
Dies hitte wiederum eine Aktivitdtssteigerung der FoxO-Transkriptionsfaktoren zur Fol-
ge und wiirde die erhohte Luziferaseaktivitit erkldren. Da keine Zunahme von kernlokali-
siertem FoxO3a nachgewiesen werden konnte, kann man davon ausgehen, dass es entwe-
der nur zu einer Aktivitétssteigerung der FoxO-Faktoren im Zellkern kommt oder FoxOla
anstatt FoxO3a durch die Resveratrol-Behandlung stimuliert wird. Dessen ungeachtet
kann nicht ausgeschlossen werden, dass die gesteigerte FoxO-abhidngige
Luziferaseaktivitit auch iiber andere Signalwege verlduft. So wurde in humanen Tumor-
zellen gezeigt, dass Resveratrol auch die Phosphorylierung von p38 MAPK und JNK in-
hibiert (Woo et al, 2004). Demnach konnte eine Modulation von FoxO-

Transkriptionsfaktoren durch Resveratrol auch iiber INK anstatt SIRT verlaufen.

Dartiiber hinaus wird diskutiert, ob SIRT1 Einfluss auf die Akt-Phosphorylierung nimmt.
So wurde in 3T3-L1 Adipozyten nach Uberexpression von SIRT1 keine Anderung der
Akt-Phosphorylierung beobachtet (Yoshizaki et al., 2009). Dagegen nahm die insulinsti-
mulierte PKB-Phosphorylierung in Muskelzellen und adurch eine Behandlung mit
Resveratrol und SIRT1 Inhibierung mittels RNAi (RNA-Interferenz) ab. Dies wurde al-
lerdings aufgrund der unterschiedlichen Zelltypen begriindet. Zusitzlich konnte eine In-

duktion Akt durch SIRT in C. elegans gezeigt werden (Fr6jdo et al., 2011).

Dartiber hinaus wurde vor kurzem in Tumorzellen des Pankreas gezeigt, dass Resveratrol
tiber Akt und ERK die FoxO-Aktivitét steigert und somit Tumorwachstum aufhebt (Roy
etal., 2011).

4.2 Finfluss von repetitiver UVB-Strahlung in primiren Fibroblasten

Im zweiten Teil der Arbeit sollte gekldrt werden, wie sich eine wiederholte UVB-
Behandlung, wie es bei sonnenexponierter Haut iiblich ist, auf die FoxO- und SIRT-

Expression auswirkt.

In den vorherigen Realtime-PCR-Analysen konnte keine Anderung der FoxO- und SIRT-
mRNA-Spiegel nach einmaliger UVB-Bestrahlung gezeigt werden, allerdings verursachte
repetitive UVB-Behandlung eine Abnahme der FoxO- und SIRT-mRNA-Spiegel um ca.
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50 %. (Abb. 3.17A, Abb. 3.18). Ein Vergleich der FoxO-Isoformen untereinander, sowohl
fir die Kontrollzellen als auch die UVB-behandelten hat gezeigt, dass die Isoform-
Expressionsmuster der mRNA-Spiegel denen der basalen entspricht. Somit wurde durch
UVB die mRNA-Spiegel simultan reduziert und wirkte sich nicht selektiv auf eine spezi-
elle Isoform oder Proteinfamilie aus. Es konnte in Fibroblasten (CS1AN - Cockayne Syn-
drome Group B) gezeigt werden, dass UV-Behandlung die RNA-Synthese reduzierte und
wurde mit einer verminderten Aktivitdt der RNA-Polymerase II (RNAPII) begriindet
(Rockx et al., 2000). Somit konnte auch hier die gleichméfige Abnahme der mRNA-
Spiegel zu erkldren sein, allerdings miisste sich dies ebenfalls auf das housekeeping-Gen
hprt auswirken. Demnach wire dann kein Unterschied zwischen UVB-bestrahlten und
unbehandelten Firboblasten in den mRNA-Spiegeln zu erkennen. Fiir FoxO-
Transkriptionsfaktoren konnte gezeigt werden, dass die Synthese fiir FoxO-Protein inner-
halb von 9 Stunden erfolgt und der RNA-Abbau etwas tiber 9 Stunden liegt. Die Halb-
wertszeit des Proteins ist schwierig zu definieren, da durch induzierte Ubiquitinierung der
FoxO-Abbau deutlich schneller erfolgen kann (Smith & Shanley, 2010). Durch die lange
Postinkubationszeit von 72 Stunden konnte bereits ausreichend neues FoxO-Protein syn-
thetisiert worden sein und somit die unverdanderten FoxO-Proteinspiegel in der Western-
Blot-Analyse zwischen Kontrolle und UVB-behandelten Zellen erkldren (Abb. 3.19).
Zum anderen sollten die stark reduzierten mRNA-Spiegel, die sich langfristig eingestellt
hatten, auch auf Proteinebene wiederfinden lassen. So wurde in HEK293T-Zellen gezeigt,
dass HA(Hémagglutinin)-markiertes FoxO3a- und FoxO4-Protein nach 20 Stunden um
ca. 80 % verringert war (van der Horst et al., 2006). Demzufolge kdnnen die unverénder-
ten FoxO-Proteinspiegel nicht auf die Halbwertszeit zuriickzufiihren sein, sondern kénnen
nur mit der mRNA-Stabilitit oder Translationseffizienz zusammenhingen. Es konnte eine
erhohte Translationsrate durch eine gesteigerte Aktivitdt von elF-2, einem Translations-
initiator, die reduzierten mRNA-Spiegel kompensieren. Durch Behandlung mit unter-
schiedlichen FCS-Konzentrationen und PDGF konnte in 3T3-Fibroblasten die elF-2 Pro-
teinmenge erhoht werden. Allerdings ist dies auch ein Indikator der Tumorentwicklung
(Rosenwald er al., 1993). Wahrscheinlicher ist, dass nach 72 Stunden die FoxO-

Proteinspiegel den basalen Grundspiegeln wieder angeglichen haben.

Weiterhin stellte sich die Frage, ob HuR, ein mRNA-stabilisierende Protein, die FoxO3a-
Proteinmenge regulieren konnte. Nach vollstindiger HuR-Depletion war die FoxO3a-

Proteinmenge vollig unverdndert. Somit konnte gezeigt werden, dass HuR keine Rolle in
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der Regulation der FoxO3a-Expression einnimmt und weiterhin die Frage ungekléart

bleibt, was die Diskrepanz zwischen mRNA- und Proteinmenge hervorruft.

Anlehnend an die Western-Blot-Analyse wurde in einer immunzytochemischen Farbung
keine Anderung fiir nukleidres FoxO3a gemessen (Abb. 3.20A). Somit ist die Menge an
kernlokalisiertem FoxO3a-Protein sowohl in UVB-behandelten als auch unbehandelten
Fibroblasten gleich. Dies korreliert mit den Ergebnissen der Western-Blot-Analyse und
bestitigt, dass nach repetitiver UVB-Behandlung die FoxO3a-Proteinmenge unverdndert
bleibt. Demnach unterscheidet sich die einmalige von der fiinffachen UVB-Behandlung in
der Lokalisation von FoxO3a-Protein. Wihrend eine einfache UVB-Behandlung zu einem
Abnahme des Proteins im Zellkern fiihrte, zeigt die repetitive UVB-Behandlung keinen
Effekt in der Lokalisation. Angesichts der 72-stlindigen Postinkubationszeit konnte neues
FoxO3a-Protein aus dem Zytoplasma in den Zellkern transferiert sein. Des Weiteren
konnte es durch die chronische Stressstimulierung ein Effekt der Hormesis auftreten, wo-
durch die Zelle nach regelméBiger subtoxischer Stressreizung antioxidative Enzyme

expremiert hat und die UVB-induzierte Bildung von ROS nicht mehr zum Tragen kéme.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass eine repetitive UVB-Behandlung eine
Reduktion der FoxO- und SIRT-mRNA-Spiegel zur Folge hat. Dariiber hinaus entstand
eine Diskrepanz zwischen mRNA- und Proteinspiegel, die nicht abschlieend in dieser

Arbeit geklédrt werden konnte.

4.3 SIPS im Vergleich zu weiteren in vitro-Alterungsmodellen

Repetitive Stressinduktionen kénnen Alterungsprozesse in Zellen beschleunigen und die-
nen als Alterungsmodell (Brack et al., 2000). Die SA-B-Galaktosidase Féarbung ist ein
bekannter Seneszenzmarker (Dimri et al., 1995) und wurde nach repetitiver UVB-
Behandlung eingesetzt. Die Auswertung der Analyse zeigt, dass repetitiver UVB-
Bestrahlung vorzeitige Alterung in primiren Hautfibroblasten induziert und einem SIPS-

Modell entspricht (Abb. 3.21).

Die Daten der Realtime-PCR-Analyse in isolierten Fibroblasten aus Hautbiopsien unter-
schiedlicher Spender zeigen, dass keine Alternsabhéngigkeit, sondern nur interindividuel-
le Schwankungen in der Expression der FoxO- und SIRT-Isoformen zu beobachten war

(Abb. 3.22B, C, D). Demnach unterscheidet sich das SIPS-Modell von den ,,in vivo* geal-
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terten humanen Hautfibroblasten. Wihrend im SIPS-Modell sowohl die FoxO- als auch
SIRT-mRNA-Spiegel in stressgealterten Zellen reduziert waren, sind hier keine Anderun-

gen der mRNA-Spiegel zu beobachten.

Da bei den repetitiv UVB-behandelten Fibroblasten eine Diskrepanz zwischen mRNA-
Spiegel und Proteinmenge auftrat, sollten im Folgenden auch die FoxOla- und 3a-
Proteinspiegel mittels Western-Blot-Analyse untersucht werden. Die Ergebnisse der Pro-
teinanalytik zeigen, dass es keine Unterschiede in der FoxOla-Proteinmenge zwischen
jungen alten Spendern gibt. AusschlieBlich FoxO3a ist Zellen alter Spender um ca. 40 %
verringert im Vergleich zu den jungen Spendern (Abb. 3.23). Somit entsteht auch hier
eine Diskrepanz zwischen mRNA- und den Proteinspiegel, allerdings nur fiir FoxO3a.
Hierbei konnte es zum Beispiel in alten Spendern zu einer erhéhten Ubiquitinierung des
FoxO3a-Proteins kommen und dadurch zu einem verfrithten Abbau fithren. Weiterhin
konnte auch die Translation der FoxO3a-mRNA beeintrachtigt sein und geringere
FoxO3a-Proteinmengen bewirken. Somit unterscheidet sich das SIPS-Modell von den

isolierten Zellen unterschiedlicher Spender, sowohl auf mRNA- als auch Proteinebene.

Es stellte sich die die Frage, ob die isolierten Fibroblasten iiberhaupt einen jung-alt-
Unterschied erkennen lassen. Demnach miisste die Zellteilungsrate von Zellen alter Spen-
der vorzeitig stagnieren im Vergleich zu den jungen Spendern. Allerdings zeigt die
Abb. 3.26, dass es keinen Unterschied zwischen der Zellteilungsrate alter und junger
Spender existiert. Des Weiteren konnte eine SA-B-Galaktosidase Farbung keinen Unter-
schied in der Anzahl von positiv-gefarbten Zellen nachweisen (Daten nicht aufgefiihrt).
Damit ist fraglich, ob die isolierten Fibroblasten tatséchlich alt sind oder aufgrund der
Isolierungsmethode nur die vitalsten und somit auch teilungsfdhigsten Zellen aus der Bi-

opsie hervorgehen.

Die Daten der Realtime-PCR-Analyse in replikativ gealterte Zellen zeigen, dass FoxO3a-
mRNA-Spiegel im Alter doppelt so hoch sind wie in denen von jungen Zellen. Dagegen

war der mRNA-Spiegel von FoxOla in alten Zellen verringert.
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5. Zusammenfassung

FoxO-Transkriptionsfaktoren sind an der Regulation von Proliferation und Apoptose, des
Energiestoffwechsels sowie der Stressantwort und oxidativen Abwehr beteiligt. Zwar ist
bekannt, dass FoxO-Faktoren durch exogene Stressfaktoren, wie z. B. Schwermetallio-
nen, moduliert werden, jedoch sind die Auswirkungen von ultravioletter (insbesondere
UVB) Strahlung auf Expression und Aktivitdt von FoxO-Proteinen in humanen Hautzel-
len unbekannt. Ahnliches gilt fiir die Deacetylasen der SIRT-Familie (Sirtuine), die zu
den Regulatoren von FoxO-Faktoren gehoren. In der vorliegenden Arbeit wurden zu-
nichst basale FoxO- und SIRT-mRNA-Spiegel analysiert und sowohl die Isoform-
Expressionsmuster als auch Unterschiede zwischen kultivierten menschlichen dermalen
Fibroblasten und HaCaT-Keratinozyten beschrieben. Eine subtoxische UVB-Bestrahlung
(100 J/m?) in dermalen Fibroblasten hatte keinen Einfluss auf die Spiegel der FoxO-
Faktoren und Sirtuine, allerdings fithrte UVB-Bestrahlung zu einer Abnahme der kernlo-
kalisierten FoxO3a-Proteine und zu einer Abnahme der FoxO-responsiven Promotorakti-
vitdt. Des Weiteren wurde durch Hemmung der Phosphoinositid 3-Kinase die Minderung
der FoxO-abhéngigen Promotoraktivitit in UVB-behandelten Hautfibroblasten verhindert
und infolgedessen eine UVB-vermittelte Regulation der FoxO-Faktoren iiber PI3K nach-
gewiesen. Wasserstoffperoxid-Zugabe imitierte den UVB-induzierten Effekt in Zellen.
Repetitive UVB-Bestrahlung, die der physiologischen Situation &hnelt, fithrte zwar zu
einer verminderten mRNA-Expression aller FoxO- und SIRT-Isoformen, jedoch blieben
die Isoform-Expressionsmuster unbeeinflusst, und die Behandlung hatte keine Anderung
der Proteinmenge zur Folge. Repetitive Bestrahlung fiihrte jedoch zu einer erhohten Akti-
vitdt der seneszenzabhingigen [-Galaktosidase in UVB-behandelten Fibroblasten. Das
Modell der mehrfachen UVB-Bestrahlung ist demnach als SIPS (stress-induced
premature senescence)-Alterungsmodell geeignet. Abschliefend wurde das SIPS-Modell
mit zwei weiteren in vitro-Alterungsmodelle verglichen. Die FoxO-/SIRT-mRNA-Spiegel
in Fibroblasten, isoliert aus Hautbiopsien unterschiedlich alter Spender, waren nicht al-
tersabhédngig verdndert, hingegen war die FoxO3a-Proteinmenge in Zellen dlterer Spender
reduziert. In replikativ gealterten Fibroblasten war der FoxO3a-mRNA-Spiegel zweifach
erhoht, wogegen jener von FoxOla vermindert war.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass UVB-Strahlung die Aktivitdt von FoxO-
Transkriptionsfaktoren in humanen Hautzellen mittels Phosphoinosid 3-Kinase beein-
flusst. Die Expression dieser Faktoren selbst sowie der Sirtuine war weder durch UVB

noch durch Alterung in in vitro Modellen signifikant und konsistent verédndert.
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Summary

FoxO (forkhead box, class O) transcription factors are crucial regulators of proliferation,
apoptosis, fuel metabolism as well as oxidative defense. Although FoxO-factors are
known to be modulated by exogenous stressful stimuli, such as heavy metal ions, the ef-
fects of ultraviolet radiation (specifically UVB) on FoxO expression and activity in hu-
man skin cells are still unknown. Similarly, effects of UVB on the expression of potential
regulators of FoxO proteins, the SIRT family deacetylases (sirtuins) have not been de-

scribed to date.

Steady state levels of FoxO- and SIRT-mRNA were analyzed and the isoform expression
patterns as well as differences between cultured human dermal fibroblasts and HaCaT
keratinocytes described. In dermal fibroblasts, exposure to subtoxic doses of UVB
(100 J/m?) did not affect the expression of FoxO factors and sirtuins, while at the same
time stimulating a loss of nuclear FoxO3a and of FoxO-responsive promoter activity. Fur-
thermore, an inhibition of phosphoinositide 3-kinase (PI3K) attenuated the effect on
FoxO-dependent promoter activity, thus implying PI3K in UVB-induced modulation of
FoxO proteins. Exposure to H,O, simulated the effect of UVB irradiation. In contrast,
repetitive UVB irradiation, a treatment regimen closer to the physiological situation, led
to decreased mRNA levels of all FoxO and SIRT isoforms, leaving the respective mRNA
isoform level patterns and protein levels unaltered. Repetitive radiation enhanced the ac-
tivity of senescence-associated B-galactosidase in UVB-exposed fibroblasts and was
found top be suitable as an in vitro model of stress-induced premature senescence (SIPS).
Finally the SIPS model was compared to two additional in vitro aging models. Relative
FoxO and SIRT mRNA-levels in dermal fibroblasts isolated from donors of different ages
did not change with donor age, whereas FoxO3a protein levels were decreased in cells of
old donors. In a fibroblast model of replicative senescence, FoxO3a mRNA levels were

increased twofold, whereas those of FoxOla were decreased.

In summary, it was demonstrated here that UVB radiation modulates the activity of FoxO
transcription factors via PI3K in human skin cells. The expression of these factors as well

as of sirtuins, however, was not altered by UVB radiation or during in vitro aging.
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