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Zusammenfassung 

Ultraviolette (UV) Strahlung, insbesondere der UVB-Anteil, gehört zu den wichtigsten 

Umweltfaktoren, die zur Entwicklung von Nicht-Melanom-Hautkrebs (NMSC) führen kann. 

Zum Schutz vor der Entstehung von UVB-induzierten Mutationen leiten Keratinozyten mit 

irreparablen DNA-Schäden die Apoptose ein. Eine Erhöhung der Apoptoserate ist in den 

meisten Fällen mit einer verstärkten Beseitigung geschädigter Zellen und somit einer 

Hemmung von Initiation und Progression von Tumorerkrankungen der Haut verbunden. Der 

Arylhydrokarbon Rezeptor (AHR) ist ein wichtiger Regulator des Fremdstoffwechsels und 

vermittelt die meisten der toxischen Wirkungen von Dioxinen und ähnlichen 

Umweltchemikalien. Kürzlich konnte gezeigt werden, dass der AHR eine bedeutende Rolle in 

der UVB-Stressantwort von Keratinozyten spielt. Nach UVB-Einwirkung kommt es zur Bildung 

des Tryptophan Fotoprodukts 6-Formylindol(3,2,-b)carbazol (FICZ), eines hochaffinen AHR-

Liganden. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue Funktionen des AHR in der UVB-Stressantwort 

von humanen Keratinozyten zu identifizieren. In den verwendeten stabil transfizierten AHR-

knockdown Keratinozyten (NCTC-shAHR) war im Vergleich zu den Leervektor-Kontrollzellen 

(NCTC-EV) der AHR-Signalweg eindeutig gehemmt. So konnte neben einer verminderten 

UVB-mediierten Induktion der bekannten AHR-Zielgene CYP1A1 und COX2 erstmals auch 

eine Beteiligung des AHR an der UVB-vermittelten Modulierung von IL-6 und PAI-2, zwei 

wichtigen Mediatoren der epidermalen Stressantwort, aufgezeigt werden. Die Hemmung 

des AHR mittels shRNA-Technik oder chemischen Inhibitors führte zu einer erhöhten 

Apoptoserate in UVB-exponierten humanen NCTC Keratinozyten. Diese anti-apoptotische 

Funktion des AHR konnte auch in einem entsprechenden SKH-1 Mausmodell beobachtet 

werden.  

Mechanistische Untersuchungen ergaben eine verminderte basale Expression von E2F1 und 

seinem Zielgen Checkpoint Kinase 1 (CHK1) in NCTC-shAHR Zellen. Durch eine 

Überexpression von E2F1 oder CHK1 in NCTC-shAHR Zellen konnte eine Reduktion der UVB-

induzierten Apoptoserate auf Kontrollniveau erreicht und somit die Bedeutung von E2F1 und 

CHK1 für die anti-apoptotische Wirkung des AHR belegt werden. In weiterführenden 

Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Cyclin-dependent Kinase 2 (CDK2)-
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abhängige Regulation von E2F1 durch eine verstärkte Expression des endogenen CDK2-

Inhibitors p27KIP1 in NCTC-shAHR Zellen unterbunden wird. Der identifizierte anti-

apoptotische AHR-E2F1-CHK1-Signalweg könnte einen neuen Angriffspunkt hinsichtlich der 

NMSC-Prävention darstellen.  

Die Beobachtung, dass eine Hemmung des AHR ebenso die Apoptoserate von epithelialen 

Tumorzellen in der Gegenwart eines genotoxischen Chemotherapeutikums erhöhte, könnte 

darüber hinaus zur Entwicklung von neuen Behandlungsstrategien bei NMSC beitragen. 
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Abstract 

Ultraviolet (UV) radiation, especially its UVB part, is the most important factor contributing 

to the development of non-melanoma skin cancer (NMSC). Exposure of keratinocytes to UV 

radiation results in initiation of apoptosis, a protective mechanism that eliminates cells 

harbouring DNA damage. A modulation of this process may influence the initiation and 

progression of UV-induced skin cancer. A few years ago, it was shown that the aryl 

hydrocarbon receptor (AHR), a ligand-activated transcription factor well known for its role as 

mediator of dioxin toxicity, is a critical regulator of UVB stress response in skin.  

The aim of this work was to identify new functions of the AHR in human NCTC 2544 

keratinocytes, an established non-tumorigenic in vitro model for keratinocyte biology. In 

stable transfected AHR-knockdown keratinocytes (NCTC-shAHR) AHR signaling was 

significantly repressed compared to the respective empty vector control cells (NCTC-EV). 

Between UVB-irradiated NCTC-EV cells and keratinocytes with impaired AHR signaling, there 

were significant alterations in the expression of PAI-2 as well as IL-6, two critical factors in 

the UVB response of keratinocytes and skin cancer biology. Both shRNA-mediated and 

chemical disturbance of AHR signaling resulted in a significantly higher apoptosis rate after 

UVB exposure, indicating that the AHR serves an anti-apoptotic function in human 

keratinocytes. Accordingly, epidermal cell death was more pronounced in UVB-exposed 

AHR-deficient than AHR-proficient SKH-1 hairless mice. The underlying molecular mechanism 

involves a loss of expression of E2F1 and its target gene checkpoint kinase-1 (CHK1), two 

critical components of the DNA damage response. Ectopic overexpression of both E2F1 and 

CHK1 in AHR-knockdown keratinocytes diminished the observed sensitization to UVB-

induced apoptosis. Further mechanistic studies indicated that the AHR represses basal 

p27KIP1 expression to maintain E2F1 and CHK1 expression. The identified AHR-E2F1-CHK1 axis 

as a novel anti-apoptotic pathway in human keratinocytes could represent a putative target 

for chemoprevention of NMSC. The apoptosis-sensitizing effect of AHR inhibition was not 

restricted to non-tumorigenic keratinocytes but enhanced the susceptibility of keratinocyte-

derived carcinoma cells to undergo apoptosis in response to a genotoxic agent, too. These 

findings indicate that inhibition of the AHR may also be a suitable approach to enhance the 

effectiveness of genotoxic chemotherapeutics in the treatment of NMSC. 
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1 Einleitung 

Ultraviolette (UV) Strahlung, insbesondere der UVB-Anteil, gehört zu den ubiquitär 

vorkommenden und wichtigsten Umweltfaktoren, die zur Entwicklung von diversen 

Hautstörungen, wie Sonnenbrand, Immunsuppression, Hautkrebs und vorzeitige 

Hautalterung, führen können. In der Haut werden UVB-Strahlen hauptsächlich von der DNA 

absorbiert, wodurch es zur Bildung von hoch mutagenen DNA-Fotoprodukten kommt (Kulms 

und Schwarz, 2000). Zellen mit diesen UVB-induzierten DNA-Veränderungen gehen in den 

Zellzyklusarrest, um den Schaden durch ein spezialisiertes Reparatursystem zu beseitigen. Ist 

die Zelle nicht in der Lage, den Schaden zu reparieren, leitet sie den programmierten Zelltod 

ein. UVB-Strahlung aktiviert darüber hinaus auch zellmembranständige Rezeptoren und 

nachfolgende Signalwege, wie MAP (Mitogen-Activated-Protein) Kinasen und NF (Nuclear 

Factor)-κB (Herrlich et al., 2008; Krutmann et al., 2012). Die Aktivierung dieser molekularen 

Wege kann mitogene Signale und das Überleben der Zelle stimulieren, was zu den 

tumorpromovierenden Eigenschaften der UVB-Strahlung beitragen kann. Zusammenfassend 

wird demnach zwischen zwei Schenkeln der UVB-Stressantwort in der Zelle unterschieden: 

Einerseits erfolgt eine Antwort ausgehend von einem DNA-Schaden, andererseits werden 

weitere Signalwege unabhängig von DNA-Veränderungen aktiviert. Erst kürzlich wurde 

gezeigt, dass der Arylhydrokarbon Rezeptor (AHR) eine wichtige Rolle bei der zweiten Art der 

UVB-Stressantwort spielt (Fritsche et al., 2007). Eine UVB-Bestrahlung von Keratinozyten 

führt zur Bildung des Tryptophan Fotoprodukts 6-Formylindol(3,2,-b)carbazol (FICZ), eines 

hochaffinen AHR-Liganden. Nach Bindung von FICZ, zerfällt der cytoplasmatische AHR-

Multiproteinkomplex und der Rezeptor transloziert in den Zellkern. Dort dimerisiert er mit 

seinem Partnermolekül ARNT (AHR Nuclear Translocator) und bindet an sogenannte 

Xenobiotic Responsive Elements (XRE) in der Promotorregion von Zielgenen (z.B. Cytochrom 

P450 1A1, CYP1A1), um die Transkription zu induzieren. Des Weiteren führt eine 

Ligandenbindung an den AHR auch zur Freisetzung der Tyrosinkinase c-src, welche den 

Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) phosphoryliert. Im Folgenden kommt es zur 

Aktivierung von MAP Kinasen und schließlich zur Induktion von weiteren Genen (z.B. 

Cyclooxygenase-2, COX2). Da eine erhöhte CYP-Aktivität zur Bildung von reaktiven 

Sauerstoffspezies führen kann (Puntarulo und Cederbaum, 1998) und darüber hinaus COX2 

in UV-induzierten Entzündungsprozessen und Kanzerogenese involviert ist (Pentland et al., 
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1999), spielt der AHR eine entscheidende Rolle in der UVB-Antwort der Zelle. Es wurde 

berichtet, dass eine transiente Hemmung des AHR unerwünschte, UVB-induzierte Effekte auf 

die Haut reduzieren kann (Agostinis et al., 2007; Haarmann-Stemmann et al., 2012; 

Krutmann et al., 2012). Die molekularen physiologischen und pathophysiologischen 

Wirkungen des AHR in der Haut bleiben aber größtenteils ungeklärt. 

 

1.1 Funktion und Aufbau der Haut 

Mit bis zu 2 m² Gesamtfläche bildet die Haut die Abgrenzung des Organismus gegenüber der 

Außenwelt. Sie ermöglicht die Regulation des Wärme- und Wasserhaushaltes, weiterhin 

finden hier Sinneswahrnehmungen von Reizen und die Vitamin D Synthese statt. Ihre 

wichtigste Funktion aber ist der Aufbau einer ersten Barriere zum Schutz vor potentiell 

gefährlichen äußeren Einflüssen, wie Chemikalien und Strahlung. Bewältigt wir diese 

Aufgabe u.a. durch die Fähigkeiten der Haut zum enzymabhängigen 

Fremdstoffmetabolismus, zur Expression von bestimmten Transporterproteinen und zur 

spezifischen Immunantwort (Merk et al., 2004). 

Die Haut wird in drei Schichten unterteilt: Epidermis (Oberhaut), Dermis (Lederhaut) und 

Subkutis (Unterhaut). Die Epidermis ist ein mehrschichtiges, verhorntes Plattenepithel und 

gliedert sich weiter in die folgenden Schichten: Die an die Dermis angrenzende Stratum 

basale (Basalzellschicht), dem darauf folgenden Stratum spinosum (Stachelzellschicht) sowie 

dem Stratum granulosum (Körnerzellschicht) und dem abschließenden Stratum corneum 

(Hornschicht) (vgl. Abbildung 1).  
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Abbildung 1: Aufbau der Haut.  

Querschnitt der Haut; SKH-1 Maus. H&E Färbung. 400-fache Vergrößerung.  

 

Die Keratinozyten sind in der Epidermis die Hauptzellpopulation. Sie werden in der Stratum 

basale gebildet,  gelangen im Laufe ihrer Differenzierung durch die anderen Schichten an die 

Hautoberfläche und werden dort als Hornzellen abgeschilfert. Weitere in der Epidermis 

vorkommende Zelltypen sind Melanozyten, Merkelzellen und Langerhanszellen. Das 

mehrschichtige Epithelgewebe liegt auf einer Basalmembran, die die Zellen vom 

darunterliegenden Bindegewebe trennt. Durch die Basalmembran führen keine Gefäße. Die 

Epidermis ist deshalb auf die Ernährung durch Diffusion aus den darunterliegenden Gefäßen 

angewiesen. Die Dermis besteht hauptsächlich aus gut durchblutetem Bindegewebe und 

gewährleistet die Versorgung der Epidermis. Weiterhin sind hier Haarfollikel, 

Schweißdrüsen, Talgdrüsen, Lymphgefäße sowie Nervenendigungen lokalisiert. Die Subkutis 

enthält hauptsächlich Fibroblasten und Adipozyten. Sie stellt die Verbindung zwischen Haut 

und Muskeln bzw. Knochen dar. In ihr verlaufen die größeren Blutgefäße und Nerven für die 

Versorgung der oberen Schichten (Jain, 2012). 
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1.2 UV-Strahlung und deren molekulare Wirkung auf die Haut 

Die elektromagnetische Strahlung der Sonne wird in ultraviolettes, sichtbares und infrarotes 

Licht untergliedert. Ultraviolette (UV) Strahlung umfasst die Wellenlängen von etwa 200 bis 

400 nm. Sie wird in drei weitere Bereiche eingeteilt: UVA (320-400 nm), UVB (280-320 nm) 

und UVC (200-280 nm). Während UVC-Strahlung von der Ozonschicht der Stratosphäre 

komplett absorbiert wird, erreichen UVA- und UVB-Strahlen die Erdoberfläche und haben 

wichtige biologische Konsequenzen für die menschliche Haut (Everett et al., 1966). Dabei 

wird UVB-Strahlung bereits von Komponenten der oberen Epidermis (z. B. durch DNA, 

Proteine) absorbiert. UVA-Strahlung penetriert dagegen in tiefere Hautschichten, sie erreicht 

die Basalmembran der Epidermis und sogar dermale Fibroblasten (Marrot und Meunier, 

2008).  

Für den Menschen ist die auf die Erdoberfläche treffende Sonnenstrahlung notwendig für 

das Sehvermögen, den circadianen Rhythmus, die Vitamin D Synthese und die Kontrolle der 

Körpertemperatur. Die Haut ist derjenige Körperbestandteil, der am meisten dem 

Sonnenlicht ausgesetzt ist, und spielt daher eine wichtige Rolle in der UV-abhängigen 

Physiologie und Pathophysiologie. Eine Überdosierung der UV-Strahlung führt zu schädlichen 

Wirkungen in der Haut, einschließlich Sonnenbrand, Hautalterung sowie Nicht-Melanom-

Hautkrebs (Non-Melanoma Skin Cancer, NMSC) (Matsumura und Ananthaswamy, 2004). 

Obwohl UVA-Strahlung den weitaus größeren Anteil am Gesamtspektrum des auf die Erde 

treffenden Lichts ausmacht und darüber hinaus in tiefere Hautschichten eindringen kann, 

hat UVB-Strahlung eine wichtigere Bedeutung bei der Kanzerogenese der Haut. Die 

genotoxischen Effekte von UVB-Strahlung werden hauptsächlich durch die direkte 

Absorption durch die DNA vermittelt. Bei höheren Wellenlängen (> 320 nm) finden nur 

indirekt DNA-Schäden, z.B.  über die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), statt 

(Marrot und Meunier, 2008). 

UVB-Strahlung wird zum größten Teil durch die DNA der epidermalen Keratinozyten 

absorbiert. Dadurch kommt es zur Ausbildung von DNA-Veränderungen, hauptsächlich in 

Form von Cyclobutanpyrimidin-Dimeren (Merk et al., 2004). Die Dimerbildung spielt eine 

wichtige Rolle für die Entstehung von Hautkrebs. So werden diese Schäden mit Mutationen 

in Tumorsuppressorgenen bei UVB-induzieren Hauttumoren assoziiert (Brash und Ponten, 

1998). Weiterhin werden die Dimere mit der Unterdrückung des Immunsystems der Haut in 
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Verbindung gebracht, sodass bereits initiierte Zellen mit Mutationen ungehindert wachsen 

können und somit die Krebsentstehung begünstigt wird (Berneburg und Krutmann, 2000). 

UVB-Strahlung kann darüber hinaus auch durch die Entstehung von ROS zu oxidativen DNA-

Schäden führen (Ananthaswamy und Pierceall, 1990; Stewart et al., 1996; Black, 2004; Ma, 

2010). Die Zelle antwortet bei DNA-Schäden mit einem Stopp des Zellzyklus und der 

Initiation der DNA-Reparatur. Ist der Grad der Schädigung zu hoch, leitet die Zelle den 

programmierten Zelltod ein, um eine mitotische Manifestation des DNA-Schadens zu 

verhindern. 

Unabhängig von DNA-Schäden aktiviert UVB-Strahlung auch membranständige Rezeptoren. 

Nachfolgend kommt es zur Aktivierung von MAP (Mitogen-Activated-Protein) Kinasen 

Kaskaden und nachgeschalteten Transkriptionsfaktoren (Bender et al., 1997; Merk et al., 

2004; Herrlich et al., 2008; Krutmann et al., 2012). Der genaue molekulare Mechanismus ist 

noch nicht vollständig aufgeklärt. Jedoch können UVB-Strahlen auch durch andere Moleküle, 

die beispielsweise im Cytoplasma der Zelle lokalisiert sind, absorbiert werden. Diese 

Chromophore könnten für die UVB-induzierten Effekte auf die Membran verantwortlich 

sein. Neuere Erkenntnisse in diesem Zusammenhang identifizierten das Tryptophan 

Fotoprodukt 6-Formylindol(3,2,-b)carbazol, das in der Lage ist, über die Aktivierung des 

Arylhydrokarbon Rezeptors die Genexpression von Zielgenen zu induzieren (Fritsche et al., 

2007). 

 

1.3 Mechanismus der UVB-induzierten Apoptose 

Zum Schutz vor der Manifestation von irreparablen DNA-Schäden kann die Zelle die 

Apoptose einleiten. Bei der Apoptose, auch programmierter Zelltod genannt, handelt es sich 

um einen kontrolliert ablaufenden Prozess, der sich in drei Phasen unterteilen lässt: 

Initiation, Exekution und Termination (Thompson, 1995). Ausgelöst wird der programmierte 

Zelltod durch eine Reihe von Stimuli, inklusive UV-Strahlung. Die Exekutionsphase ist 

charakterisiert durch Schrumpfen der Zelle, Inversion der Membransymmetrie durch die 

Exposition von Phosphatidylserinen auf der Zelloberfläche, Ausstülpungen der Membran 

(blebbing), Chromatinkondensation sowie DNA-Fragmentierung. In der Terminationsphase 

werden membranumschlossene Vesikel, die sogenannten apoptotic bodies, von 

benachbarten Zellen phagozytiert. Bei diesem Prozess werden keine pro-inflammatorischen 
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Moleküle freigesetzt, wodurch im Gegensatz zur Nekrose eine Entzündungsreaktion des 

umliegenden Gewebes verhindert wird. In-vivo äußert sich die UVB-induzierte Apoptose von 

Keratinozyten in die Ausbildung sogenannter sunburn cells, die typische morphologische 

Besonderheiten zeigen und sich leicht von normalen Keratinozyten unterscheiden lassen 

(Sheehan und Young, 2002).  

UVB-induzierte Apoptose kann durch die DNA-Schäden und anschließender p53 Aktivierung 

initiiert werden (Kulms und Schwarz, 2000; Kulms und Schwarz, 2002). Keratinozyten mit 

DNA-Fotoprodukten arretieren p53-abhängig in der G1-Phase, um ihren Schaden zu 

reparieren (Campbell et al., 1993). Sind die Zellen nicht in der Lage, die DNA-Schäden zu 

beseitigen, leiten sie den programmierten Zelltod ein. p53 findet sich in etwa 50% aller 

epidermalen Tumoren in mutierter Form vor (Marrot und Meunier, 2008). Keratinozyten mit 

mutiertem p53 überleben zum größten Teil auch mit irreparablen DNA-Schäden nach einer 

UV-Einwirkung (Brash et al., 1996). p53 knockout Mäuse, die einer UVB-Bestrahlung 

ausgesetzt wurden, bilden weniger sunburn cells aus und haben eine signifikant höhere 

Empfindlichkeit einen Hauttumor auszubilden als UV-bestrahlte Kontrolltiere (Jiang et al., 

1999; Ziegler et al., 1994). Bei bis zu 4% aller Keratinozyten, die dem Sonnenlicht ausgesetzt 

sind, liegt das p53 Gen in mutierter Form vor. Da sich jedoch weitaus weniger Zellen 

krebsartig verändern und auch eine künstliche Steigerung der DNA-Reparatur nicht zu einer 

kompletten Hemmung der UVB-induzierten Apoptose führt, muss es noch weitere Prozesse 

in der Zelle geben, die eine Apoptose unabhängig von DNA-Schäden und p53 einleiten 

können (Jonason et al., 1996; Kraemer, 1997; Kulms et al., 1999).  

Es wurde gezeigt, dass UVB-Strahlung direkt membranständige Todesrezeptoren aktivieren 

und auf diese Weise den Apoptoseprozess einleiten kann (Kulms und Schwarz, 2000; Kulms 

und Schwarz, 2002). Todesrezeptoren, wie beispielsweise CD95 (Fas/APO-1), besitzen eine 

sogenannte Death Domain im cytoplasmatischen Teil, welche essentiell für die Induktion des 

Apoptosesignals ist (Ashkenazi und Dixit, 1998). Die Bindung eines Liganden (CD95L) an CD95 

löst eine Trimerisierung des Rezeptors aus. Durch die Rekrutierung des Adaptermoleküls 

FADD (Fas-Associated Protein with Death Domain) wird das Signal anschließend ins 

Zellinnere geleitet und eine Signalkaskade der Caspasen, beginnend mit der Caspase-8, 

eingeleitet. Diese Kaskade führt schließlich zur Spaltung von Substraten (z.B. PARP), DNA-

Fragmentierung und Apoptose. In Keratinozyten wurde eine Aktivierung der Caspase-8 
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sowie nachfolgender Caspase-3 nach einer UVB-Bestrahlung beobachtet. Ebenso reduzierte 

eine Inhibierung der CD95-Trimerisierung die Apoptose nach UV-Bestrahlung (Aragane et al., 

1998). Die Beteiligung des CD95/CD95L-Systems an der UVB-induzierten Apoptose wurde 

auch in-vivo gezeigt (Hill et al., 1999). Eine Blockierung der beiden Mechanismen der UVB-

induzierten Apoptose, initiiert durch DNA-Schäden und durch die Aktivierung von 

Todesrezeptoren, führt zu einer additiven Reduktion des programmierten Zelltodes. Eine 

komplette Hemmung der UVB-induzierten Apoptose konnte jedoch nicht erreicht werden 

(Kulms et al., 1999). Es muss also noch mindestens ein weiterer unabhängiger Mechanismus 

beteiligt sein. 

Eine intrazellulare UVB-induzierte ROS-Bildung spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der 

UVB-induzierten Apoptose (Kulms und Schwarz, 2002). ROS induziert die Lipidperoxidation, 

welche zu Strukturveränderung von Membranen führt. Dabei kann die mitochondriale 

Membran so geschädigt werden, dass es zu einem Verlust des Membranpotentials mit 

anschließender Cytochrom c Freisetzung ins Cytoplasma kommt (Farber, 1994). Cytochrom c 

im Cytolplasma führt zu einer ATP-unabhängigen Aktivierung der Procaspase-9. Die 

nachfolgende Aktivierung von weiteren Caspasen führt schließlich zum programmierten 

Zelltod (Hu et al., 1999). 

Abbildung 2 gibt einen vereinfachten Überblick über die drei unabhängigen Wege der UVB-

induzierten Apoptose. 
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Abbildung 2: Die drei Wege der UVB-induzierten Apoptose. UVB, Ultaviolett B; ROS, reaktive 

Sauerstoffspezies. 

 

1.4 Der Arylhydrokarbon Rezeptor 

Der Arylhydrokarbon Rezeptor (AHR) ist ein ligandenaktivierter Transkriptionsfaktor, der 

toxische Effekte von einer Vielzahl von Umweltchemikalien vermittelt. Diese persistenten 

und anthropogenen Stoffe sind ubiquitär verbreitet und beeinflussen die Gesundheit des 

Menschen. Besonders das 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-ρ-dioxin (TCDD) geriet in der 

Vergangenheit immer wieder in die Schlagzeilen der Medien (z.B. Chemieunfall in Seveso 

1976, Anschlag auf Viktor Juschtschenko 2004). Die anthropogene Chemikalie TCDD gehört 

zu der Gruppe der Dioxine und kann beim Menschen zu Teratogenität, Tumorpromotion, 

endokrinen Störungen, Schädigung des Immunsystems und der Leber sowie verschiedenen 

Hautstörungen (Chlorakne) führen. Die meisten dieser toxischen Wirkungen werden über die 

Aktivierung des AHR vermittelt (Fernandez-Salguero et al., 1996; Mimura et al., 1997).  

Das humane AHR-Gen kodiert für ein Protein mit 848 Aminosäuren und einer Masse von 96 

kDa (Dolwick et al., 1993). Der AHR, zusammen mit seinen verwandten Proteinen AHR 

Nuclear Translocator (ARNT) und AHR Repressor (AHRR), gehören zu einer Superfamilie von 

Transkriptionsfaktoren mit einer charakteristischen Basic Helix-Loop-Helix (bHLH) und PER-

ARNT-SIM (PAS)-Struktur (bHLH/PAS-Familie). Die N-terminale bHLH-Domäne ist für die 
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DNA-Bindung und Protein-Dimerisierung nötig. Die PAS-Domäne beeinfluss Protein-

Interaktionen, zum Beispiel mit dem Hitzeschockprotein 90 (Hsp90), die DNA-Erkennung 

sowie die Ligandenbindung (Gu et al., 2000). Der AHR besitzt ein N-terminales Nuclear 

Localisation Signal (NLS) und ein Nuclear Export Signal (NES) in der PAS-Domäne. In 

Abwesenheit eines Liganden ist durch die Bindung eines Hsp90-Dimers an den AHR das NLS-

Motiv maskiert (Ikuta et al., 1998). Die C-terminale Region des AHR enthält eine 

glutaminreiche Transaktivierungsdomäne (TAD), welche für die Aktivierung der Zielgene 

erforderlich ist (Rowlands et al., 1996). Der schematische Aufbau des AHR im Vergleich zu 

seinen strukturverwandten Proteinen ARNT und AHRR ist in Abbildung 3 dargestellt. 

 

 

Abbildung 3: Aufbau der humanen bHLH/PAS-Proteine AHR, ARNT und AHRR.  

AS, Aminosäuren; bHLH, Basic-Helix-Loop-Helix-Domäne; PAS, PER-ARNT-SIM-Domäne; TAD, 

Transaktivierungsdomäne; N, Amino-terminal; C, Carboxy-terminal. 

 

Liganden des AHR können in zwei Gruppen unterteilt werden: 1) anthropogene Chemikalien 

einschließlich Umweltkontaminanten sowie Arzneimittel, und 2) natürliche Verbindungen 

aus Mikroorganismen, Pflanzen, Tieren oder dem Menschen selbst (endogen synthetisiert). 

Tabelle 1 zeigt eine Übersicht von relevanten Liganden des AHR. 
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Tabelle 1: Substanzklassen und Beispiele von AHR-bindenden Verbindungen.  

(Abel und Haarmann-Stemmann, 2010). 

Stoffgruppe Repräsentative Beispiele 

Halogenierte aromatische Kohlenwasserstoffe 
(HAK) 

3,3‘,4,4`,5-Pentachlorobiphenyl (PCB 126) 

2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-ρ-dioxin (TCDD) 

2,3,7,8-Tetrachlorodibenzofuran 

Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe 
(PAK) 

Benzo(a)pyren (BaP) 

7,12-Dimethyl-benz(a)anthracen 

3-Methylcholanthren (3-MC) 

Indolderivate 6-Formylindol(3,2,-b)carbazol (FICZ) 

2-(1’H-Indol-3’-carbonyl)-thiazol-4-
carboxylsäure-methylester 

Alkaloide Annomontin 

Berberin 

Rutacarpin 

Polyphenole Curcumin 

Quercetin 

Resveratrol 

Arzneimittel Diclofenac 

Omeprazol 

Sulindac 

 

AHR-Liganden können sowohl einen aktivierenden (Agonist) als auch einen hemmenden 

Einfluss (Antagonist) auf den Transkriptionsfaktor haben. Der Großteil der hoch affinen 

Agonisten sind synthetische Chemikalien, einschließlich halogenierte aromatische 

Kohlenwasserstoffe (HAK) und polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) (Denison 

und Nagy, 2003). Darüber hinaus gibt es weitere synthetische Verbindungen, die mit einer 

niedrigen bis mittleren Affinität an den AHR binden. Dazu zählen beispielsweise der  

Arzneistoff Omeprazol (Quattrochi und Tukey, 1993) sowie die Pestizide Carbaryl und 

Thiapendazol (Delescluse et al., 2001). Die Tryptophanderivate 6-Formylindol(3,2-b)carbazol 

(Fritsche et al., 2007) und 2-(1’H-Indol-3’-carbonyl)-thiazol-4-carboxylsäure-methylester 

(Song et al., 2002) sind endogene Liganden des AHR mit hoher Affinität. Natürlich 
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vorkommende Liganden umfassen hauptsächlich Bestandteile aus pflanzlichen 

Lebensmitteln, wie Flavonoide und Polyphenole sowie Alkaloide und Indolderivate. Viele 

dieser Substanzen hemmen die Aktivität des AHR. Besonders gut dokumentierte AHR-

Antagonisten sind Quercetin, Kaempferol (Ciolino et al., 1999), Luteolin (Bothe et al., 2010), 

Resveratrol (Ciolino und Yeh, 1999), Curcumin (Ciolino et al., 1998) und das synthetische 

Flavonoid 3‘-Methoxy-4’Nitroflavon (Lu et al., 1995). Auch Grünteecatechine, wie das 

Epigallocatechin-3-gallat (EGCG), hemmen die Aktivität des AHR. Sie binden jedoch nicht 

direkt an den AHR, sondern hemmen das AHR-assoziierte Hsp90 (Palermo et al., 2005).  

In Abwesenheit eines Liganden ist der AHR im Cytoplasma an einen Multiproteinkomplex 

gebunden. Der Proteinkomplex stabilisiert den AHR in einer ligandenaffinen Konformation 

und verhindert eine unkontrollierte Translokation in den Nukleus. Er besteht aus zwei 

Hsp90-Molekülen (Denis et al., 1988), dem Ko-Chaperon p23 (Kazlauskas et al., 1999) und 

dem Immunophilin-like AHR Interacting Protein (AIP, auch bekannt als XAP2 oder ARA9) (Ma 

und Whitlock, Jr., 1997). Zusätzlich wurde die Assoziation der Tyrosinkinase c-src mit dem 

Multiproteinkomplex beschrieben (Enan und Matsumura, 1996). Bindet nun ein Ligand an 

den Rezeptor, kommt es zu einer Konformationsänderung und der Multiproteinkomplex löst 

sich vom AHR (vgl. Abbildung 4). Das freigewordene NLS-Motiv führt zu einer schnellen 

Translokation in den Nukleus. Im Zellkern dimerisiert der AHR mit seinem Partnermolekül 

ARNT durch die Interaktion der bHLH- und PAS-Domänen der beiden Proteine (Probst et al., 

1993). Das Heterodimer AHR/ARNT ist in der Lage, an spezifische DNA-Motive, die 

sogenannten Xenobiotic-Responsive Elements (XRE), zu binden. XREs mit der Basenabfolge 

5‘-GCGTG-3‘ befinden sich in der Promotorregion von Zielgenen des AHR. Für die Aktivierung 

von AHR-abhängigen Genen ist darüber hinaus auch die Interaktion der TAD-Domäne mit 

benachbarten TATA und CCAATT Boxen erforderlich (Ko et al., 1997). Das wohl am besten 

untersuchte Zielgen des AHR ist das CYP1A1-Gen, welches für das Cytochrom P450 1A1 

(CYP1A1) kodiert (Vanden Heuvel et al., 1993). Nach einem nuklearen Export folgt eine 

Degradierung des AHR, um eine länger anhaltende Aktivierung des AHR-Signalweges zu 

vermeiden. Neben der proteasomalen Degradierung kann die Aktivität des AHR auch durch 

den AHR Repressor (AHRR) reguliert werden (Haarmann-Stemmann et al., 2007). Die nach 

Ligandenbindung auftretende Dissoziation des Multiproteinkomplexes führt zudem zur 

Freisetzung der c-src Kinase, was zur Aktivierung weiterer Signalwege führen kann. Mit der c-

src-abhängigen Aktivierung des Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) wird der zweite, 
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nicht-genomische Teil  des AHR-Signalweges eingeleitet (Enan und Matsumura, 1996; Köhle 

et al., 1999; Agostinis et al., 2007; Haarmann-Stemmann et al., 2009). Der EGFR initiiert MAP 

Kinasen Signalwege mit nachgeschalteter transkriptioneller Induktion von zum Beispiel pro-

inflammatorischer Cyclooxygenase-2 (COX2).  

 

 

Abbildung 4: Der AHR-Signalweg.  

L, Ligand; AHR, Arylhydrokarbon Rezeptor; AIP, Immunophilin-like-AHR-Interacting Protein; Hsp90, 

Hitzeschockprotein 90; ARNT, AHR Nuclear Translocator; EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor; 

Raf, Rapidly Accelerated Fibrosarcoma; Mek, Mitogen-activated Protein Kinase Kinase; Erk, 

Extracellular-Signal Regulated Kinase; XRE, Xenobiotic-Responsive Elements; CYP1A1, Cytochrom 

P450 1A1; COX2, Cyclooxygenase-2. 

 

Neben den klassischen AHR-Zielgenen, die für fremdstoffmetabolisierende Enzyme der 

Phase I (CYP1A1, CYP1B1, COX2) und Phase II (NQO1, Glutathion-S-Transferase) kodieren, 

werden auch einige Gene reguliert, die bei Proliferation, Apoptose, Zellwachstum und 

Differenzierung eine Rolle spielen. Beispielsweise wurde ein AHR-abhängiger 

Expressionsanstieg des pro-apoptotischen  Bax (Bcl-2–associated X Protein) und eine 

verstärkte Apoptose nach PAK-Behandlung in Oozyten beschrieben (Matikainen et al., 2001).  
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Weiterhin ist eine Interaktion des AHR mit NF (Nuclear Factor)-κB-Untereinheiten 

beschrieben. NF-κB ist ein Transkriptionsfaktor, der in praktisch allen Zelltypen und 

Geweben vorkommt. Er ist von großer Bedeutung für die Regulation der Immunantwort, und 

eine Aktivierung von NF-κB gilt als kritisch für die Entstehung von Entzündungen (Tian, 

2009). Eine Bindung des AHR an die NF-κB-Untereinheit RelB führt ARNT-unabhängig zur 

transkriptionellen Regulation von beispielsweise Interleukin-8 (IL-8) (Vogel et al., 2007; Vogel 

et al., 2011). Auch eine Interaktion des AHR mit der Untereinheit RelA ist beschrieben und 

führt zur Modulation der Interleukin-6 Transkription (IL-6) (Chen et al., 2011). Der AHR kann 

zudem noch in weitere Signalwege modulierend eingreifen, indem er mit Proteinen wie dem 

Retinoblastom Protein-1 (Rb) oder dem Estrogen Rezeptor-α interagiert (Bock und Köhle, 

2009). 

Fritsche et al. konnten zeigen, dass der AHR eine wichtige Rolle in der UVB-Stressantwort in 

Keratinozyten spielt (Fritsche et al., 2007). UVB-Strahlung führt neben der Bildung von DNA-

Schäden auch zur Aktivierung von zellmembranständigen Rezeptoren. Der Mechanismus für 

die UVB-induzierte Aktivierung dieser Rezeptoren ist größtenteils unbekannt. Weiterhin 

wurde beschrieben, dass UVB-Bestrahlung in eine erhöhte Expression von CYP1A1 und 

CYP1B1 in menschlicher Haut resultiert, was auf eine UVB-induzierte, endogene Bildung von 

AHR-bindenden Substanzen hindeutet (Katiyar et al., 2000). In der Tat wurde Tryptophan, 

dessen Fotoprodukt FICZ hohe Bindungsaffinität für den AHR aufweist, als ein intrazelluläres 

Chromophor für UVB-Strahlen identifiziert (Rannug et al., 1987; Wei et al., 1998; Fritsche et 

al., 2007). Fritsche et al. zeigten eine Induktion der CYP1A1- und COX2-Transkription nach 

UVB-Bestrahlung von humanen Keratinozyten. Diese Induktion wurde sowohl durch eine 

shRNA-vermittelte oder chemische Hemmung des AHR als auch durch eine Hemmung von c-

src reduziert. Dies legt nahe, dass beide AHR-Signalwege aktiviert wurden: Der klassische, 

genomische Weg und der nicht-genomische  Signalweg (Fritsche et al., 2007). Eine erhöhte 

CYP-Aktivität kann die Bildung von ROS begünstigen (Puntarulo und Cederbaum, 1998), 

zusätzlich ist COX2 an UV-induzierten Entzündungsprozessen und Kanzerogenese beteiligt 

(Pentland et al., 1999). Der AHR spielt somit eine entscheidende Rolle bei der UVB-

Stressantwort der Zelle. Eine Modulierung der AHR-Aktivität könnte daher einen 

interessanten Einfluss auf die Entstehung und den Verlauf von UV-induzierten 

Hauterkrankungen, einschließlich NMSC, haben und zur Prävention bzw. Behandlung dieser 

Hautstörungen beitragen.  
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1.5 Zielsetzung 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die physiologische bzw. pathophysiologische Rolle des 

AHR in der UVB-Stressantwort von Hautzellen zu charakterisieren. Untersuchungen an 

humanen immortalisierten und tumorösen Keratinozyten sowie an SKH-1 Mäusen sollen 

Erkenntnisse über die Funktion des AHR in der UVB-induzierten Expression von bedeutenden 

Faktoren in der Stressantwort sowie in der UVB-induzierten Apoptose liefern. 

Folgende Fragestellungen werden untersucht: 

1. Führt eine UVB-Bestrahlung der NCTC Keratinozyten zu einer Aktivierung des AHR-

Signalweges? Ist diese Aktivierung in den zur Verfügung stehenden AHR-defizienten 

NCTC Zellen gehemmt? Eignen sich diese Zellen für die Untersuchung des AHR-

Signalweges nach UVB-Bestrahlung? 

2. Welche Rolle spielt der AHR bei der UVB-induzierten Expression der Zytokine IL-6 und 

IL-8 sowie PAI-2? 

3. Beeinflusst der AHR die UVB-induzierte Apoptose? Besitzt er eine pro- oder anti-

apoptotische Funktion in Keratinozyten? Können die Ergebnisse auch durch in-vivo 

Studien bestätigt werden? Über welchen molekularen Mechanismus greift der AHR 

modulierend in den programmierten Zelltod ein?  

4. Können die gewonnenen Befunde hilfreich für neue Ansatzpunkte in der 

Chemoprävention und Chemosensibilsierung beim UV-induzierten Hautkrebs sein? 

 

Die gewonnenen Erkenntnisse aus dieser Arbeit sollen das Verständnis über die Funktion des 

AHR verbessern, als Grundlage für weiterführende Studien dienen und schließlich zur 

Entwicklung neuer Ansatzpunkte in der Prävention und Behandlung von UV-abhängigen 

Hauterkrankungen beitragen. 
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2  Material & Methoden 

2.1  Allgemeines 

Zur Herstellung der verwendeten Lösungen wurde Reinstwasser verwendet. Alle Geräte 

entsprachen den Laborstandards. Die verwendeten Chemikalien entsprachen p.a. Qualität 

und wurden, soweit nicht anders vermerkt wurde, von den Firmen Sigma-Aldrich (München), 

Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt) oder Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. Bei RNA-Analysen 

wurde mit Diethyldicarbonat behandeltem Wasser (DEPC-Wasser) gearbeitet.  

 

2.2 Kultivierung humaner Zelllinien 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene, adhärent wachsende Zelllinien verwendet. 

Diese sind in Tabelle 2 aufgeführt. MEM-Medium, PBS (Phosphate-buffered Saline), Trypsin, 

Antibiotika/Antimykotika (A/A, 10.000U/ml) und Fetales Kälberserum (FCS) wurden von der 

Firma PAA (Cölbe) bezogen. 

 

Tabelle 2: Für die Untersuchungen verwendete Zelllinien. 

Name der Zelllinie Beschreibung Nährmedium 

NCTC 2544 immortalisierte, humane epitheliale 
Keratinozyten 

MEM inkl. 10% (v/v) FCS, 
50.000U A/A 

NCTC-EV stabil mit pCL1P.THPC (Leervektor) 
transfizierte NCTC-Zellen, 
geneticinresistent 

MEM, 10% (v/v) FCS, 50.000U 
A/A, 150 mg/l G418 (Geneticin, 
AppliChem, Darmstadt) 

NCTC-shAHR stabil mit pCL1P.THPC transfizierte NCTC-
Zellen mit AHR-gerichteter shRNA-
Sequenz, geneticinresistent 

MEM, 10% (v/v) FCS, 50.000U 
A/A, 150 mg/l G418 

A431 epitheliale Karzinomzellen MEM inkl. 10% (v/v) FCS, 
50.000U A/A, 1% (v/v) nicht 
essentielle Aminosäuren 

 

Alle Zellen wurden unter Standardbedingungen (37°C, 5% CO2) kultiviert. Das Medium wurde 

mindestens jeden dritten Tag gewechselt. Hatten die Zellen eine Konfluenz von ca. 80% 
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erreicht, wurden die Zellen gesplittet. Dafür wurde das Medium abgenommen, die Zellen 

wurden mit PBS gewaschen und mit Trypsin abgelöst. Die Zellen wurden mit Medium vom 

Flaschenboden abgespült, auf neue Kulturflaschen verteilt oder für geplante 

Untersuchungen in Multiwell-Platten eingesät. Die für die verschiedenen Versuche 

eingesetzten Plattenformate und Zellzahlen sind in Tabelle 3 aufgeführt. 

 

Tabelle 3: Übersicht über die Zelleinsaat für die verschiedenen Versuche. 

Versuch Plattenformat Zellzahl 

Proliferations-Assay 24-well 2,5 x 104/well 

Transfektion 6-well 1,5 x 105 / well 

qRT-PCR 6-well 3 x 105/well 

Western Blot 6-well 3 x 105/well 

Durchflusszytometrie 6-well 1 x 105/well 

 

Für eine Langzeitaufbewahrung wurden die Zellen in flüssigem Stickstoff gelagert. Dafür 

wurden die Zellen wie oben beschrieben mit Trypsin vom Boden der Zellkulturflasche 

abgelöst und anschließend für 5 Minuten bei 560 rpm zentrifugiert. Nach Abnahme des 

überstehenden Mediums wurde das Zellpellet in Einfriermedium (FCS, 10% DMSO) 

resuspendiert und in sterile Einfrierröhrchen überführt. Für ein langsames Abkühlen wurden 

die Zellen zunächst bei -80°C über Nacht vorgefroren und schließlich in flüssigem Stickstoff 

gelagert.  

Zum Auftauen der Zellen wurden die Einfrierröhrchen aus dem flüssigen Stickstoff 

entnommen und im Wasserbad erwärmt. Anschließend wurden die Zellen im frischen 

Medium in eine Zellkulturflasche überführt. Am nächsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel 

und die Zellen wurden wie beschrieben weiter kultiviert. 
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2.3 Belastung der Zellen 

2.3.1 UVB-Bestrahlung 

Für die UVB-Bestrahlung wurde das Medium abgenommen. Nach einem Waschschritt mit 

PBS wurde pro 6-well 1 ml PBS  bzw. pro 24-well 0,5 ml PBS auf die Zellen gegeben. Die 

Bestrahlung erfolgte mit einer Lampe aus vier TL20W/12RS-UV-Röhren (Philips, Eindhoven, 

Niederlande), welche den größten Teil ihrer Energie im UVB-Bereich (λ = 280-320 nm) 

emittieren und ein Emissionsmaximum bei λ = 310 nm aufweisen. Beispielsweise erfolgte 

eine Bestrahlung mit einer Dosis von 200 J/m² in 24 Sekunden. Die Einwirkung der UV-

Strahlung fand direkt, ohne Deckel, auf die Zellen statt. Nach der UVB-Behandlung wurde 

wieder Medium auf die Zellen gegeben. Mit nicht-bestrahlten Kontrollzellen wurde, außer 

der Bestrahlung an sich, genauso verfahren. 

 

2.3.2 Behandlung mit Substanzen 

Tabelle 4 zeigt die Endkonzentration von Substanzen, mit denen die Zellen behandelt 

wurden.  

Tabelle 4. Substanzen und deren Endkonzentration für die Behandlung der Zellen. 

Substanz Endkonzentration Lösungsmittel 

3‘-Methoxy-4‘-Nitroflavon (Symrise, Holzminden) 20, 60 µM DMSO 

Benzo(a)pyren (Sigma-Aldrich) 5 µM DMSO 

WP631 (Sigma-Aldrich) 150 nM DMSO 

KT5720 (Enzo Life Science, Lörrach) 1,8 µM DMSO 

R-Roscovitin (Enzo Life Science) 1 - 10 µM DMSO 

BAY 11-7085 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) 10 µM DMSO 

LPS (Sigma Aldrich) 5 µg/ml Wasser 

PP2 (Sigma-Aldrich) 10 µM DMSO 

PD98059 (Sigma-Aldrich) 10 µM DMSO 

5-Fluoruracil (Sigma-Aldrich) 10 µM DMSO 
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Die Substanzen wurden dabei zunächst in dem entsprechenden Medium verdünnt, gemischt 

und dann auf die Zellen gegeben. Mit Ausnahme des LPS (Lipopolysaccharid) sind alle 

verwendeten Substanzen in DMSO (Dimethylsulfoxid) gelöst, wobei die Konzentration des 

DMSO im Medium konstant bei 0,1% des Gesamtvolumens gehalten wird, um zytotoxische 

Wirkungen und Effekte durch DMSO auszuschließen. Jeder Versuchsansatz beinhaltete eine 

Lösungsmittelkontrolle (DMSO- bzw. Medium-Kontrolle). 

 

2.4 Transfektion von Plasmid-DNA 

2.4.1 Verwendete Plasmide 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 5 aufgelistet. 

 

Tabelle 5: Übersicht über die in der Arbeit verwendeten Plasmide. 

Plasmid Beschreibung Bezugsquelle 

pCI-neo Kontrollvektor Promega (Mannheim) 

 

pCI-neo FLAG-CHK1  

(kurz: pCHK1) 

kodiert CHK1, human Jiri Lukas (Danish Cancer Society, 
Kopenhagen, Dänemark); 

(Sorensen et al., 2003) 

 

pCMV Kontrollvektor Promega 

 

pCMVHA E2F1  

(kurz:pE2F1) 

kodiert E2F1, human Kristian Helin (University of 
Copenhagen, Kopenhagen, Dänemark); 

(Christensen et al., 2005) 

 

pGL2basic kodiert firefly (Photinus pyralis) 
Luziferase,  Kontrollvektor 

Promega 

 

 

pGL2AN kodiert firefly Luziferase, durch 
E2F1 Promotor reguliert 

William Kaelin (Dana Farber Cancer 
Institute, Boston, MA, USA); 

(Neuman et al., 1994) 
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2.4.2 Transformation 

Die Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des Hitzeschockverfahrens in kompetente Bakterien 

transformiert. Für einen Transformationsansatz wurden 50 µl E.coli (XL1-Blue, Stratagene, La 

Jolla, USA) Suspension eingesetzt, welche auf Eis aufgetaut und anschließend für 10 Minuten 

mit β-Mercaptoethanol (24 mM Endkonzentration) inkubiert wurden. Die Plasmid-DNA 

wurde hinzugegeben und der Ansatz 30 Minuten auf Eis gestellt, dann für 30 Sekunden in 

einem 42°C warmen Wasserbad inkubiert und anschließend sofort für zwei Minuten in 

einem Eisbad abgekühlt. Nach der Zugabe von 900 µl LB-Kulturmedium (Roth) wurden die 

Zellen bei 37°C und ca. 225 rpm im Schüttel-Inkubator angezogen. Nach einer einstündigen 

Inkubation wurden 100 µl des Transformationsansatzes auf Antibiotika-haltige LB-Agar-

Platten ausgestrichen. Die Platten wurden invertiert und über Nacht bei 37°C kultiviert. 

Gewachsene Kolonien wurden mit einem autoklavierten Zahnstocher abgenommen und in 

ca. 5 ml LB-Kulturmedium inklusive Antibiotikum bei 37°C über Nacht angezogen. Die 

Aufreinigung der Plasmid-DNA aus den Bakterienkolonien erfolgte mit Hilfe des QIAprep 

Plasmid Purification Kit (midi; Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben. Die Konzentration der 

isolierten Plasmid-DNA wurde photometrisch mit Hilfe des GeneQuant II Gerätes (Pharmacia 

Biotech, Freiburg) bestimmt.  

 

2.4.3 Transfektion humaner Zellen 

Die humanen NCTC Zellen wurden nach einem Mediumwechsel mit jeweils 0,75 µg pCHK1 

und pE2F1 (sowie deren Kontrollvektoren) bzw. mit 1 µg des E2F1-Reportergenkonstrukts 

pGL2AN (sowie Kontrollvektor) unter Verwendung des Transfektionsreagenz JetPEI (Polyplus 

Transfection, Illkirch, Frankreich) nach Herstellerangaben transfiziert (Verhältnis: 1000 ng 

Plasmid-DNA zu 4 µl JetPEI). 24 bzw. 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen wie 

angegeben weiter behandelt. 
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2.5 Bestimmung der Zellproliferation 

Die Proliferation der Zellen wurde mit Hilfe des BrdU (5-Brom-2‘-desoxyuridin) Labeling and 

Detection Kit III (Roche, Mannheim) erfasst. Nach der Behandlung der Zellen wurde dem 

Medium für 24 Stunden ein BrdU-haltiges Reagenz zugegeben. Da BrdU ein chemisch 

analoger Stoff zum Nukleosid Thymidin ist, wird es bei der DNA-Synthese anstelle von 

Thymidin eingebaut. Die Zellen wurden anschließend mit Ethanol/HCl fixiert und die DNA 

degradiert. Die frei gewordenen BrdU-Nukleoside wurden mit einem Peroxidase-

gekoppelten Antikörper markiert. Die Peroxidase setzt ein Substrat, 2,2‘-Azino-di-(3-

ethylbenzthiazolin)-6-sulfonsäure (ABTS), zu einem Radikalkation um, welches bei einer 

Wellenlänge von 405 nm detektiert werden konnte.  

 

2.6 Reporter-Gen-Analysen 

Die Transfektion der Zellen mit dem E2F1-Reportergenkonstrukt pGL2AN bzw. dem 

Kontrollvektor pGL2basic erfolgte wie unter Punkt 2.4.3 beschrieben. Nach einer 24-

stündigen Inkubation wurden die Zellen mit der angegebenen Substanz für weitere 24 

Stunden behandelt. Anschließend wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, in 150 µl 

Passive-Lysis-Buffer (Promega) lysiert und für eine Minute bei 14000 rpm und 4°C 

zentrifugiert. Die Luziferase-Aktivität wurde mit Hilfe des Luziferase-Assay-Reagenz (LAR II, 

Promega) gemessen. Das in diesem Reagenz enthaltene Luziferin wird durch die Luziferase 

unter einer messbaren Lichtemission oxidiert. 20 µl der Probe wurden eingesetzt und die 

Messung erfolgte in einem Multi-Bioluminat LB 9505C Gerät (Berthold Detection Systems, 

Oak Ridge, USA). Die Zeit der Lumineszenz-Messung betrug jeweils 30 Sekunden. Für die 

Normierung der ermittelten Luziferase-Aktivität auf den Proteingehalt, erfolgte eine 

Proteinbestimmung der Proben mit dem BC-Assay Kit (Uptima, Montluçon, Frankreich) 

gemäß den Herstellerangaben.  
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2.7 RNA-Analytik 

2.7.1 Isolation und Konzentrationsbestimmung von Gesamt-RNA 

Für die qRT-PCR wurde aus den Zellen zunächst die Gesamt-RNA mit Hilfe des peqGold Total 

RNA Kits (Peqlab, Erlangen) nach Angaben des Herstellers isoliert. Die Konzentration der 

isolierten RNA wurde mit dem GeneQuant II Spektralphotometer bestimmt. Dabei wurde die 

Absorption bei λ = 260 nm gemessen. Zudem wurde die Reinheit der isolierten RNA durch 

gleichzeitige Messung der Absorption bei 280 nm und Bildung des Quotienten aus der 

Absorption bei 260 nm und der Absorption bei 280 nm bestimmt. Werte von unter 1,7 ließen 

auf Verunreinigungen mit Protein schließen. 

 

2.7.2 cDNA-Synthese 

Für die PCR ist die Umschreibung von RNA in die sogenannte cDNA (copyDNA) erforderlich. 

Die Synthese erfolgt mit Hilfe der Moloney-Murine-Leukemia-Virus (MMLV) Transkriptase. 

Durch die RNA-abhängige Polymerase-Aktivität wird dabei zunächst ein RNA-DNA-

Hybridstrang synthetisiert, für den Abbau der RNA ist die RNase-Aktivität verantwortlich. Im 

Verlauf der nachfolgenden Polymerase-Kettenreaktion (PCR, vgl. 2.7.3) wird der DNA-

Doppelstrang durch eine DNA-abhängige Polymerase vervollständigt. 

Für die cDNA-Synthese wurde 0,5 µg der RNA mit DEPC-Wasser auf ein Volumen von 7,75 µl 

verdünnt. Nach einer Zugabe von 1,25 µl oligo(dT15)-Primern (Roche) sowie 1 µl dNTPs 

(Peqlab) erfolgte ein fünfminütiges Annealing bei 65°C. Im Anschluss wurde der 

Reaktionsansatz auf 4°C abgekühlt und die RNA durch Zusatz von 200 Units MMLV Reverser 

Transkriptase (Promega) und 4 µl 5x RT-Puffer (Promega) für 52 Minuten bei 37°C in cDNA 

umgeschrieben. Zum Schluss wurde die reverse Transkriptase durch zehnminütiges Erhitzen 

bei 70°C inaktiviert. 
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2.7.3 Quantitative Real-Time PCR 

Bei der PCR werden gezielte DNA Bereiche exponentiell amplifiziert und analysiert. Dabei 

wird der gewünschte Bereich der DNA von zwei komplementären Oligonukleotiden 

(Primern) eingegrenzt. Die PCR läuft in drei temperaturabhängigen Schritten ab. Zunächst 

findet eine Hitzedenaturierung der DNA bei 94°C statt. Hierbei trennen sich die 

doppelsträngigen DNA-Moleküle zu Einzelsträngen auf. Es folgt die Abkühlung auf eine 

spezifische Temperatur, bei der die Primer an die komplementären Regionen des DNA-

Stranges hybridisieren (Annealing). Ausgehend vom 3’OH-Ende der Primer repliziert nun in 

einem dritten Schritt eine hitzestabile DNA-Polymerase den einzelsträngigen DNA-Strang 

(Elongation). Die entstandenen DNA-Moleküle dienen im nächsten Zyklus wiederum als 

Matrize für die DNA-Polymerase. Mit jeder Zyklenzahl steigt die Konzentration des 

gewünschten DNA-Abschnitts exponentiell an. Die sogenannte quantitative Real-Time PCR 

(qRT-PCR) ermöglicht es, die Konzentration des DNA-Abschnitts in „Echtzeit“ zu verfolgen, 

indem ein fluoreszierender Farbstoff (SYBRGreen) in die bei der PCR entstehenden DNA-

Moleküle interkaliert. Das PCR-Gerät misst die bei jedem PCR-Zyklus zunehmende 

Fluoreszenz der Probe und berechnet den Eintritt der Reaktion in die exponentielle Phase. 

Das Software-System kann anhand von Standards mit bekannter Anzahl enthaltener DNA-

Moleküle die Kopienzahl in jeder Probe berechnen. 

Für die qRT-PCR wurde die cDNA im Verhältnis 1:3 mit DEPC-Wasser verdünnt. Die in dieser 

Arbeit durchgeführten qRT-PCR-Reaktionen erfolgten mit Hilfe des FAST SYBRGreen Kits 

(Qiagen), bei dem das Hybridisieren der Primer standardmäßig bei 60°C stattfand. Eine Liste 

der verwendeten Primer ist in Tabelle 6 aufgeführt. Es wurden 3 µl der verdünnten cDNA pro 

PCR Ansatz verwendet. 
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Tabelle 6. Verwendete Primer für die qRT-PCR. 

 
Produkt-
länge 

Sequenz 

β-Aktin  

(Ihm et al., 2002) 

263 bp forward: 5‘-CCCCAGGCACCAGGGCGTGAT-3‘ 

reverse: 5‘-GGTCATCTTCTCGCGGTTGGCCTTGGGGT-3‘ 

 

AHR 

(Fritsche et al., 2005) 

 

132 bp forward: 5‘-TGGTCTCCCCCAGACAGTAG-3‘ 

reverse: 5‘-TTCATTGCCAGAAAACCAGA-3‘ 

CYP1A1 

(Omiecinski et al., 1990) 

150 bp forward: 5‘-TAGACACTGATCTGGCTGCAG-3‘ 

reverse: 5‘-GGGAAGGCTCCATCAGCATC-3‘ 

 

COX2 

(Fritsche et al., 2007) 

 

143 bp forward: 5‘-CCCTTGGGTGTCAAAGGTAA-3‘ 

reverse: 5'-AACTGATGCGTGAAGTGCTG-3’ 

IL-6 

(Obara et al., 2005) 

 

295 bp forward: 5'-AAATTCGGTACATCCTCGAC-3' 

reverse: 5'-CAGGAACTGGATCAGGACTT-3' 

IL-8 

(Kina et al., 2009) 

 

167 bp forward: 5’-ACTCCAAACCTTTCCACCC-3’ 

reverse: 5‘-CCCTCT TCAAAAACT TCTCCAC-3’ 

 

PAI-2 

(Fernandez-Soria et al., 2006) 

 

251 bp forward: 5‘-TGTTCTTGTTGCTTCCAGATGAAATTGCCG-3‘ 

reverse: 5‘-CATTCCTCTCCGACATCCCTGAGAAATTGG-3‘ 

 

JNK1 

(Catalano et al., 2003) 

 

75 bp forward: 5‘-TCAATGGCTCTCAGCATCCA-3‘ 

reverse: 5‘-GCCAAAGTCGGATCTGTTGAC-3‘ 

 

CHK1 

(Nomura et al., 2005) 

 

220 bp forward: 5‘-CTTTGGCTTGGCAACAGT-3′ 

reverse: 5‘-CCAGTCAGAATACTCCTG-3′ 
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Produkt-
länge 

Sequenz 

p21CIP1 

(Zhang et al., 2009) 

 

128 bp forward: 5‘-CCATGTGGACCTGTCACTGT-3‘ 

reverse:5‘-TGGTAGAAATCTGTCATGCTGGTC-3‘ 

 

p27KIP1 

(Huang et al., 2009) 

 

171 bp forward: 5‘-AGATGTCAAACGTGCGAGTG-3‘ 

reverse: 5‘-TCTCTGCAGTGCTTCTCCAA-3‘ 

 

p73 

(Kawahara et al., 2008) 

 

167 bp forward: 5‘-GCACCACGTTTGAGCACCTCT-3‘ 

reverse: 5‘-GCAGATTGAACTGGCCATGA-3‘ 

 

Bax 

(Ou et al., 2005) 

 

355 bp forward: 5‘-GCCCTTTTGCTTCAGGGTTT-3‘ 

reverse: 5‘-TCCAATGTCCAGCCCATGAT -3‘ 

 

PCNA 

(Gosselin et al., 2009) 

186 bp forward: 5‘-TCTCAGCCATATTGGAGATG-3‘ 

reverse: 5‘-CAGGTACCTCAGTGCAAAAG-3 

 

Für die Auswertung der qRT-PCR wurde die Rotor-Gene Q Series Software 1.7 (Qiagen) 

verwendet. 

 

2.7.4 Taqman basierte cDNA-Arrays 

Für eine umfangreiche RNA-Analyse in humanen NCTC Zellen wurden zusätzlich sogenannte 

Human DNA Repair Mechanism TaqMan Express Plates (Applied Biosystems, Foster City, 

USA) verwendet. Auf einer 96-well Platte sind dabei spezifische Primer in dem in Tabelle 7 

angegebenen Plattenlayout vorgebunden.  

 

 

 

 

 



2 Material & Methoden 

25 
 

 

Tabelle 7: Plattenlayout der Human DNA Repair Express Plate. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 18S GAPDH HPRT1 GUSB APEX1 ATM ATR BARD1 BRCA1 BRCA2 CCNO CHEK1 

B CHEK2 DCLRE1A ERCC1 ERCC2 ERCC3 ERCC4 ERCC5 ERCC6 ERCC8 FANCA FANCC FANCD2 

C FANCE FANCF FANCG FEN1 GADD45A GADD45B GADD45G GTF2H1 GTF2H3 HUS1 IGF1 LIG1 

D LIG3 LIG4 MAPK10 MAPK11 MAPK12 MAPK14 MAPK8 MAPK9 MBD4 MDM2 MGMT MRE11A 

E MSH2 MSH3 MSH6 NBN NTHL1 OGG1 PARP1 PCNA PNKP POLA1 POLB POLD1 

F POLG POLH POLK POLQ POLR1B POLR1C POLR2A POLR2B POLR2C PRKDC PSMA3 PSMB10 

G PSMB5 PSMB8 PSMB9 PSMC4 RAD1 RAD17 RAD23B RAD50 RAD51 RAD52 RAD9A RPA2 

H RPA3 SMUG1 TP53 TREX1 TREX2 XAB2 XPA XPC XRCC1 XRCC4 XRCC5 XRCC6 

 

Beim TaqMan wird eine Sonde verwendet, die am 5‘-Ende einen fluoreszierenden Reporter 

(6-FAM) trägt, dessen Emission durch einen Quencher (MGB/NFQ) am 3‘-Ende verhindert. 

Die Sonde bindet an einer Sequenz der cDNA zwischen dem forward und reverse Primer. 

Wenn die AmpliTaq Gold DNA-Polymerase das PCR-Produkt synthetisiert, spaltet sie die 

Sonde aufgrund ihrer 5‘-Exo-Nuklease-Aktivität, und die Fluoreszenz des Reporters kann 

detektiert werden.  

Die Durchführung des TaqMan Arrays erfolgte mit Hilfe des TaqMan Gene Expression Master 

Mix (Applied Biosystems) nach Herstellerangaben. Um die Expression der Gene zwischen 

AHR-profizienten und AHR-defizienten NCTC Keratinozyten zu vergleichen, wurde eine 

semiquantitative Bestimmung der Menge der Ausgangs-cDNA mit Hilfe der ΔΔCt-Methode 

durchgeführt. Dabei wurde die Differenz (ΔCt) aus dem Schwellenwert (Ct) des zu 

untersuchenden Gens und des Referenzgens (18S, GAPDH oder HPRT1) gebildet. Dann 

wurden die beiden ΔCt-Werte der NCTC-EV und NCTC-shAHR Zellen voneinander abgezogen 

(ΔΔCt). Um den Expressionsunterschied zwischen den beiden Zelllinien zu ermitteln, wurde 

dieser Wert anschließend in die Formel 2-ΔΔCt eingesetzt.  

 

 

 

 

 



2 Material & Methoden 

26 
 

2.8 Western Blot Analyse 

2.8.1 Proteinextraktion 

Zur Herstellung von Proteinextrakten für Western Blot Analysen wurden die Zellen einmal 

mit PBS gewaschen und anschließend mit RIPA-Puffer (vgl. Tabelle 8) mit Zusatz von 2 µl/ml 

Protease Inhibitor Cocktail (PIC; Calbiochem, La Jolla, USA) sowie 5 µl/ml 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) auf Eis lysiert. Die Lysate wurden in Eppendorfgefäße 

überführt und durch Zentrifugation (15 Minuten, 14.000 rpm, 4°C) von Zelltrümmern 

bereinigt. Für die weiteren Analysen wurde nur der Überstand verwendet. 

 

Tabelle 8: Zusammensetzung des RIPA-Puffers für die Proteinextraktion. 

RIPA-Puffer: 25 mM 

150 mM 

0,1 mM 

1 % (w/v) 

1 % (w/v) 

0,1 % (w/v) 

0,025 % (w/v) 

2 µl/ml 

5 µl/ml 

Tris-HCl, pH 7,4 

NaCl 

EDTA (Ethylendiamintetraacetat; pH 8,0) 

Nonidet p-40 

Desoxycholsäure  

SDS 

NaN3 

Protease Inhibitor Cocktail, frisch zugesetzt 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), frisch zugesetzt 

 

2.8.2 Proteinquantifizierung 

Die Quantifizierung erfolgte nach dem Prinzip von Lowry mit den DC-Protein-Assay (Bio-Rad, 

Richmond, USA) nach Herstellerangaben. Der Assay basiert auf der Reaktion der Proteine mit 

einer basischen Kupfer-Tartrat-Lösung und Folin-Reagenz. Die Berechnung der 

Proteinkonzentration erfolgte über die Erstellung einer BSA-Standardgerade. 
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2.8.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine Methode zur 

Auftrennung von Proteinen im elektrischen Feld anhand ihrer Molekülgröße. Um eine 

möglichst scharfe Auftrennung zu erreichen, wurde ein diskontinuierliches System 

bestehend aus einem Sammelgel zur Fokussierung der Proteine und einem Trenngel für die 

eigentliche Auftrennung verwendet.  

Eine einheitliche Menge an Protein wurde mit Wasser eingestellt, anschließend mit 4x 

Laemmli-Puffer versetzt, für fünf Minuten bei 95°C aufgekocht und zusammen mit 10 µl 

Precision Plus Protein Dual Color (Bio-Rad) Protein-Größenstandard aufgetragen. Die 

Elektrophorese wurde vertikal mit einer Apparatur der Firma Roth in SDS-PAGE-Laufpuffer 

für ca. 3 Stunden bei einer Spannung von 90 V durchgeführt. Die Zusammensetzung der 

benötigten Reagenzien ist in Tabelle 9 aufgeführt. 

 

Tabelle 9: Reagenzien für SDS-PAGE. 

4x Laemmli-Probenpuffer: 250 nM  Tris-HCl, pH 8 

20% (w/v) Glycerol 

5% (w/v) SDS 

0,001% (w/v) Bromphenolblau 

100 mM DTT (Dithiothreitol) 

16 %                    β-Mercaptoethanol, frisch zugesetzt 

 

SDS-PAGE-Laufpuffer: 50 mM  Tris 

383 mM Glycin 

0,1%  SDS 

 

Sammelgel (5%): 

 

2,9 ml  H2O 

0,5 ml  Acrylamid (40% v/v) 

0,5 ml  1 M Tris , pH 6,8 

20 µl  SDS 

20 µl  APS (Ammoniumperoxodisulfat,20% v/v) 

4 µl  TEMED (Tetramethylethylendiamin) 
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Trenngel (12%): 4,2 ml  H2O 

3,0 ml  Acrylamid (40% v/v) 

2,6 ml  1,5 M Tris, pH 8,8 

50 µl  SDS 

50 µl  APS (20% v/v) 

4 µl  TEMED 

 

2.8.4 Gelelektrophorese mit Tris-Acetat Gradientengelen 

Für eine scharfe Auftrennung von großen Proteinen (> 80 kDa) wurden 3-8% Tris-Acetat 

Gradientengele verwendet. Durchgeführt wurde die Gelelektrophorese nach den Angaben 

des Herstellers Invitrogen und mit Hilfe der in Tabelle 10 aufgelisteten Materialien.  

 

Tabelle 10: Reagenzien für die Gelelektrophorese mit Tris-Acetat Gradientengelen. 

4x Probepuffer: NuPAGE Sample Buffer (4x; Invitrogen)  

Tris-Acetat-SDS-Laufpuffer: NuPAGE Tris-Acetate-SDS Running Buffer (20x; Invitrogen)  

Gradientengel:  NuPAGE Novex 3-8% Tris-Acetate Gel ( Invitrogen)  

 

2.8.5 Western Blot 

Für den Transfer der aufgetrennten Proteine aus dem Gel auf eine PVDF 

(Polyvinylidenifluorid)-Membran im elektrischen Feld wurde die Tank-Blot-Methode mit 

Hilfe einer Apparatur der Firma Roth nach Herstellerangaben verwendet. Die PVDF-

Membran wurde für 30 Sekunden in Methanol aktiviert und zusammen mit dem Gel und den 

Blotting-Papieren sowie Schwämmen für mindestens 15 Minuten in Transferpuffer (vgl. 

Tabelle 11) äquilibiert. Beim Aufbau der Tank-Blot-Kassette wurde darauf geachtet, dass sich 

zwischen Gel und PVDF-Membran keine Luftblasen befinden. Der Elektrotransfer der 

Proteine wurde für 1 Stunde bei 100 V durchgeführt. 
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Tabelle 11: Zusammensetzung des Transferpuffers für die Western Blot Analyse. 

Transferpuffer: 25 mM  Tris 

192 mM Glycin 

20% (v/v) Methanol 

 

2.8.6 Immundetektion von Proteinen 

Die PVDF-Membranen wurden für 1 Stunde bei Raumtemperatur in Magermilch(MM)/TBS-T 

inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen für die nachfolgende Antikörperreaktion zu 

blockieren. Wurden für die Proteindetektion Antikörper verwendet, die in BSA/TBS-T 

verdünnt werden mussten, erfolgte ein zweiter Blockierungsschritt mit BSA/TBS-T für 30 

Minuten. Anschließend wurden die Membranen über Nacht bei 4°C mit dem verdünnten 

Erstantikörper inkubiert. Um unspezifisch gebundene Antikörper zu entfernen, wurde am 

nächsten Tag dreimal für 10 Minuten mit TBS-T-Puffer gewaschen. Es folgte eine einstündige 

Inkubation mit dem entsprechenden Zweitantikörper bei Raumtemperatur. Nach erneutem 

Waschen mit TBS-T-Puffer wurde mit Hilfe des ECL-Systems (GE-Healthcare, Freiburg) das 

nachzuweisende Protein über die Aktivität der an den Zweitantikörper gebundenen 

Horseradish-Peroxidase (HRP) mit Hilfe von Röntgenfilmen nach Herstellerangaben 

detektiert. Alle benötigten Reagenzien sind in Tabelle 12 aufgelistet.  

 

Tabelle 12: Reagenzien für die Proteindetektion. 

TBS-Puffer: 50 mM  Tris-HCl (pH 7,4) 

150 mM NaCl 

TBS-T-Puffer: 0,1% (v/v) Tween-20 in TBS-Puffer 

MM/TBS-T: 5% (w/v) MM (Magermilch) in TBS-T-Puffer  

BSA/TBS-T: 5% (w/v) BSA (Bovine Serum Albumin) in TBS-T-Puffer 

 

 

 

 



2 Material & Methoden 

30 
 

 

Tabelle 13 stellt eine Liste der verwendeten Antikörper dar. 

 

Tabelle 13: Verwendete Antikörper und deren eingesetzte Endkonzentration bei Western Blot 

Analysen. 

Antikörper Hersteller Endkonzentration 

CHK1 Cell Signaling (#2345) 1:1000 in BSA/TBS-T 

PARP-1 Epitomics (#1078-1) 1:1000 in MM/TBS-T 

Caspase-3 Cell Signaling (#9665) 1:500 in MM/TBS-T 

E2F1 Cell Signaling (#3742) 1:1000 in BSA/TBS-T 

p27KIP1 Cell Signaling (#3686) 1:1000 in BSA/TBS-T 

GAPDH Cell Signaling (#2118) 1:5000 in BSA/TBS-T 

β-Aktin Cell Signaling (#3700) 1:5000 in MM/TBS-T 

Anti-rabbit IgG, HRP-linked Cell Signaling (#7074) 1:5000 in MM/TBS-T 

Anti-mouse IgG, HRP-linked GE-Healthcare (#RPN4201) 1:5000 in MM/TBS-T 

 

Um verschiedene Proteine auf einer Membran nachweisen zu können, wurde sie von 

gebundenen Antikörpern mit Hilfe des Restore Western Blot Stripping-Buffer (Thermo 

Scientific, Bremen) gereinigt. Nach Waschen mit TBS-T und erneutem Blockieren konnte die 

Membran wieder mit einem primären Antikörper inkubiert werden. 

 

2.8.7 Densitometrische Auswertung 

Zur densitometrischen Auswertung fand die Analyse-Funktion „Spot Denso“ des Programms 

FluorChem 8900 (Alpha Innotech Corporation) Anwendung.  
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2.9 Durchflusszytometrie mit der Nicoletti-Färbung 

Bei der sogenannten Nicoletti-Färbung kann der Anteil an apoptotischen Zellen im 

Durchflusszytometer ermittelt werden. Mit Hilfe des Nicoletti-Puffers (0,1 % w/v 

Natriumcitrat, 0,1 % Triton X-100 und 50 µg/ml Propidiumiodid) wird die Membran der zu 

untersuchenden Zellen zunächst permeabilisiert, um dann ein Eindringen des 

Propidiumiodids in den Zellkern zu ermöglichen. Propidiumiodid ist ein Fluoreszenzfarbstoff, 

der in die DNA interkalieren kann. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kann der DNA-Gehalt 

der Zellen anhand des fluoreszierenden Propidiumiodids analysiert und die Phasen des 

Zellzyklus unterschieden werden. Zellen in der G2-Phase weisen im Vergleich zu den in der 

G1-Phase befindlichen Zellen einen doppelten DNA-Gehalt auf und zeigen entsprechend 

doppelt so starke Fluoreszenz. Im Bereich dazwischen befinden sich Zellen in der S-Phase. Ist 

der DNA-Gehalt geringer als in Zellen der G1-Phase, spricht man von hypodiploiden Zellen 

(subG1). Hierbei handelt es sich um apoptotische Zellen, bei denen eine Degradierung der 

DNA mit nachfolgendem Verlust der degradierten DNA geschah. 

Die Färbung der Zellen erfolgte wie in (Riccardi und Nicoletti, 2006) beschrieben. 

Trypsinierte Zellen inklusive dem Medium wurden bei 1200 rpm und 4°C zentrifugiert. Der 

Überstand wurde verworfen und das Zellpellet wurde mit 1 ml PBS gewaschen. Nach einem 

weiteren Zentrifugationsschritt wurde wieder der Überstand verworfen und die Zellen 

wurden in 150 µl Nicoletti-Puffer unter Vortexen resuspendiert. Die Messung erfolgte am BD 

FACS Calibur mithilfe der Software CellQuest 3.3 (BD Bioscience, Heidelberg). Ausgewertet 

wurde mit der Software FlowJo  (Treestar, San Carlos, USA). Dabei wurde nach Ausschluss 

von Zelltrümmern (Debris) der prozentuale Anteil an Zellen in der subG1-Phase bestimmt.  

 

2.10 In-vivo Untersuchungen 

2.10.1 Mausmodell 

Für in-vivo Untersuchungen wurden SKH-1 hairless Mäuse der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. 

Charlotte Esser (IUF) verwendet. Für die Generierung von AHR-defizienten Tieren wurde die 

AHR Exon-2 Deletion der B6.AhRtmIbra Maus (Schmidt et al., 1996) über mehr als neun 

Generationen in den SKH-1 Hintergrund gekreuzt (Esser, unveröffentlicht). Die Mäuse 

wurden unter standardisierten Haltungsbedingungen (12 Stunden Hell-Dunkel-Zyklus, 
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Raumtemperatur: 20-24°C,  70% Luftfeuchtigkeit) gezüchtet. Futterpellets und Wasser 

standen ad libitum zur Verfügung. Für die Untersuchungen wurden ausschließlich männliche 

Mäuse verwendet. Alle Experimente wurden unter Beachtung des deutschen 

Tierschutzgesetzes durchgeführt.  

 

2.10.2 Genotypsierung 

Für die Genotypisierung der Mäuse wurden die Schwanzspitzen (ca. 0,5 cm) mit 237,5 µl 

Direct PCR Lysis Reagent (Peqlab) und 12,5 µl Proteinase K (Roche) versetzt und 

anschließend für mindestens 6 Stunden bei 55°C erhitzt. Nach anschließender Inaktivierung 

der Proteinase K (45 Minuten bei 85°C) und dreiminütiger Zentrifugation bei 12.000 rpm 

wurde 1 µl des Lysats pro PCR Reaktion eingesetzt. 

Für die Vervielfältigung der isolierten DNA wurden sequenzspezifische Primer (vgl. Tabelle 

14) benutzt, die je nach Genotyp unterschiedlich große Fragmente amplifizieren. So sind die 

Primer AHR-1 und AHR-2 an der Synthese an einem Produkt mit 669 bp (Wildtyp) beteiligt, 

während das von den Primern AHR-3 und AHR-4 amplifizierte Fragment eine Größe von 172 

bp (knockout) hat. 

 

Tabelle 14: Verwendete Primer für die Genotypisierung. 

 Primersequenz 

AHR-1 5‘-GGATTTGACTTAATTCCTTCAGCGG-3‘ 

AHR-2 5‘-TCTTGGGCTCGATCTTGTGTCAGGAACAGG-3‘ 

AHR-3 5‘-CTGAATGAACTGCAGGACGA-3‘ 

AHR-4 5‘-ATACTTTCTCGGCAGGAGCA-3‘ 
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In einem Gesamtvolumen von 16 µl wurde für die PCR folgender Ansatz verwendet: 

 10x Taq PCR-Puffer  1,6 µl 

 dNTP-Mix (10 mM)  0,32 µl 

 AHR-1 Primer (20 µM) 0,94 µl 

 AHR-2 Primer (20 µM) 0,94 µl 

 AHR-3 Primer (20 µM) 0,53 µl 

 AHR-4 Primer (20 µM) 0,53 µl 

Taq Polymerase 5 U/µl 0,16 µl 

DNA    1 µl 

 

Die Reaktion fand unter folgenden Bedingungen statt:  

 5 Minuten 94°C 

Denaturierung 45 Sekunden 94°C 

Annealing 1 Minute 62°C 

Elongation 60 Sekunden 72°C 

 7 Minuten 72°C 

 

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese wurde die DNA im elektrischen Feld aufgetrennt. 

Die Auftrennung erfolgte in einem 1%-igen Agarosegel mit 4 µl/100 ml Ethidiumbromid und 

bei einer Spannung von 140 V. Anschließend konnten die DNA-Banden mittels UV-Licht 

detektiert und anhand ihrer Größe dem Genotyp zugeordnet werden.  

 

 

 

 

 

 

35 Zyklen 
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2.10.3 UVB-Bestrahlung und Probenahme 

Die Bestrahlung der Mäuse erfolgte mit Hilfe einer Lampe aus vier TL20W/12RS-UV-Röhren 

(Philips, Eindhoven) in einer gesonderten Box. Dabei wurde eine Bestrahlungsdosis von 185 

mJ/cm² bzw. 200 mJ/cm² UVB verwendet.  

Die Probenahme der Rückenhaut erfolgte direkt vor bzw. 24 oder 48 Stunden nach der UVB-

Bestrahlung unter Verwendung von  4 mm Biopsienadeln. 

 

2.10.4 Proteinextraktion 

Die Hautproben wurden mit RIPA-Puffer (vgl. Tabelle 8) im TissueLyser (Qiagen) bei einer 

Frequenz von 30/Sekunde für 10 Minuten homogenisiert. Unlösliche Bestandteile wurden 

für 15 Minuten bei 4°C mit 14.000 rpm abzentrifugiert. Die im Überstand gelösten Proteine 

wurden quantifiziert (vgl. 2.8.2) und für Western Blot Analysen (vgl. 2.8.3 bis 2.8.6) 

verwendet. 

 

2.10.5 TUNEL-Färbung von Gefrierschnitten 

Für die Herstellung von Gefrierschnitten wurden die Hautproben in Tissue-Tek Cryomedium 

(Sakura, Torrance, CA, USA) in ein Cryomold eingebettet und mit flüssigem Stickstoff 

eingefroren. Das Gewebe wurde bei -80°C gelagert. Die Gewebeschnitte wurden am Kryostat 

(Leica, Wetzlar) bei einer Schnittdicke von 6 µm angefertigt und auf Superfrost Ultra Plus 

Objektträger (Thermo Fischer Scientific, Schwerte) aufgezogen. Anschließend wurden sie 2 

Stunden bei Raumtemperatur getrocknet, mit Aceton fixiert und bei -20°C gelagert. 

Die Detektion der apoptotischen Zellen erfolgte mit Hilfe der TUNEL-Methode und unter 

Verwendung des In-situ Cell Death Detection Kit (Roche) nach Herstellerangaben. Im Verlauf 

der Apoptose wird die DNA unter Bildung von freien Hydroxylgruppen fragmentiert. Bei der 

TUNEL (TdT-mediated dUTP-Biotin Nick End Labeling)-Methode werden diese 

Hydroxylgruppen mit Fluorescein-markierten Nukleotiden polymerisiert.  Diese Reaktion 

wird durch das Enzym TdT (Terminal Desoxynucleotidyl Transferase) katalysiert.  
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Die Schnitte wurden mit Fluoreszenz-Einbettmedium (inkl. DAPI 1:2000) eingedeckt. Die 

Detektion der TUNEL-positiven Zellen fand schließlich an einem Fluoreszenzmikroskop und 

unter Verwendung der Software AxioVision (Zeiss, Jena) statt.  

 

2.11 Statistik 

Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Experimente wurden, wenn nicht anders 

vermerkt, mindestens dreimal unabhängig voneinander durchgeführt und ergaben 

reproduzierbare Ergebnisse. Diese wurden als Mittelwerte ± Standardabweichung in den 

Diagrammen angegeben. Die statistische Signifikanz wurde mittels Student t-test (Excel, 

Microsoft) ermittelt, wobei eine Irrtumswahrscheinlichkeit von unter 5% (p<0,05) als 

signifikant gewertet wurde. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Expression des AHR in den verwendeten NCTC Keratinozyten 

Die in dieser Arbeit verwendeten humanen NCTC Zellen stellen ein etabliertes nicht-

tumoröses in-vitro Model für biologische und toxikologische Untersuchungen an humanen 

Keratinozyten dar (Gelardi et al., 2001; Grandjean-Laquerriere et al., 2007). Es wurden die 

stabil transfizierten Keratinozyten NCTC-EV (Leervektor-Kontrollzellen) und NCTC-shAHR 

(AHR-knockdown Zellen) verwendet. Zunächst wurde zur Überprüfung eines erfolgreichen 

AHR-knockdown die konstitutive Expression des AHR ermittelt. Die AHR-Transkriptmengen 

wurden mit Hilfe der qRT-PCR bestimmt. 

In Abbildung 5 ist die konstitutive AHR-Expression in NCTC 2544 (Wildtyp), NCTC-EV und 

NCTC-shAHR Keratinozyten dargestellt. 

 

 

Abbildung 5: Konstitutive AHR mRNA-Expression.  

Die Transkiptmengen von AHR wurden mittels qRT-PCR in unbehandelten NCTC 2544, NCTC-EV und 

NCTC-shAHR bestimmt und auf 500000 Moleküle β-Aktin normiert. Dargestellt ist die relative 

Transkiptmenge bezogen auf NCTC 2544 Zellen. *signifikant niedriger als NCTC 2544. 

 

Die AHR-Transkriptmenge in den NCTC-EV Keratinozyten unterschied sich im Vergleich zu 

den NCTC 2544 Zellen nicht signifikant. In den NCTC-shAHR Zellen wurde der AHR dagegen 

signifikant schwächer exprimiert. Bezogen auf NCTC 2544 Zellen betrug die relative 

Transkriptmenge hier nur noch ca. 25%. Mit dieser Untersuchung konnte bestätigt werden, 
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dass die stabile Transfektion der NCTC Keratinozyten mit einem lentiviralen Vektor, der für 

eine AHR-gerichtete shRNA kodiert, zu einer deutlichen Reduktion der AHR-Transkriptmenge 

führt. 

 

3.2 Induktion von AHR-abhängigen Zielgenen nach UVB-Behandlung von 

NCTC Zellen 

3.2.1 CYP1A1 und COX2 

Die Induzierbarkeit der AHR-abhängigen Zielgene CYP1A1 und COX2 in NCTC 2544, NCTC-EV 

und NCTC-shAHR Keratinozyten wurde 6 Stunden nach UVB-Bestrahlung mit 200 J/m² 

mittels qRT-PCR untersucht. Eine Bestrahlung mit 200 J/m² UVB entspricht der minimalen 

Erythemdosis (MED), d.h. der Bestrahlungsdosis, die bei einem hellhäutigen Menschen zur 

Hautrötung (Erythem) führt (Autier et al., 2000). CYP1A1 stellt das Markergen für die 

Aktivierung des klassischen AHR-Signalweges da, während eine COX2-Induktion auf die 

Aktivierung des nicht-genomischen Signalweges zurückzuführen ist. Die Ergebnisse sind in 

Abbildung 6 dargestellt. 

 

 

Abbildung 6: Induzierbare mRNA-Expression von CYP1A1 und COX2 nach UVB-Behandlung.  

Die NCTC 2544, NCTC-EV und NCTC-shAHR Zellen wurden mit 200 J/m² UVB bestrahlt. 6 Stunden 

später wurden die Transkriptmengen von CYP1A1 (A) und COX2 (B) unter Verwendung der qRT-PCR 

bestimmt und auf 500000 Moleküle β-Aktin normiert. Die mRNA-Expression ist relativ zu den 

jeweiligen unbestrahlten Kontrollen dargestellt. *signifikant niedriger als NCTC-EV. 
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Sechs Stunden nach der Bestrahlung wurde in den NCTC 2544 Keratinozyten CYP1A1 etwa 

2,2-fach höher exprimiert als in den Kontrollzellen (vgl. Abbildung 6A). Diese UVB-

vermittelte CYP1A1-Induktion wurde auch in den NCTC-EV Zellen beobachtet. In NCTC-

shAHR Keratinozyten war die CYP1A1-Induktion nach UVB-Bestrahlung signifikant 

schwächer. Im Vergleich zu den Kontrollzellen konnte hier nur noch ein ca. 1,3-fach erhöhter 

Anstieg der CYP1A1-Transkription gemessen werden. Eine UVB-Behandlung der NCTC 2544 

und NCTC-EV Keratinozyten führte ebenfalls zu einer Induktion der COX2-Expression. Wie in 

Abbildung 6B ersichtlich ist, wurde in den beiden Zelllinien 6 Stunden nach der Bestrahlung 

ein etwa 13-facher Anstieg der COX2-Kopienzahl beobachtet. Die COX2-Induktion war in den 

NCTC-shAHR Keratinozyten signifikant reduziert. Im Vergleich zu den Kontrollzellen wurde 

hier COX2 nur ca. 6-fach erhöht exprimiert. 

Zusammenfassend konnte mit diesen Versuchen bestätigt werden, dass der AHR-knockdown 

durch stabile Transfektion in NCTC Keratinozyten zu einer schwächeren Induzierbarkeit der 

AHR-abhängigen Gene CYP1A1 und COX2 führt und daher die gewünschte Hemmung des 

AHR-Signalweges verursacht. Weiterhin unterschied sich weder die Induzierbarkeit von 

CYP1A1 und COX2 noch die konstitutive AHR-Expression (vgl. Abbildung 5) signifikant in den 

NCTC 2544 und NCTC-EV Zellen. Diese beiden Zelllinien können daher als gleich responsiv 

angesehen werden. Für die weiteren Untersuchungen werden nun die NCTC-EV als AHR-

profiziente Zellen und die NCTC-shAHR als AHR-defiziente Keratinozyten verwendet. 

 

3.2.2 PAI-2 

Der AHR ist nicht nur an der Regulation von diversen Enzymen, die im 

Fremdstoffmetabolismus involviert sind (z.B. CYP1A1, COX2), beteiligt, sondern beeinflusst 

auch die Expression von Proteinen, die eine Rolle beim Zellwachstum und bei der 

Zellproliferation spielen. So wurde beispielsweise eine AHR-abhängige Expression von PAI-2 

(Plasminogen Activator Inhibitor Type 2) beschrieben (Bock, 1994). In der vorliegenden 

Arbeit wurde im weiteren Verlauf untersucht, ob sich PAI-2 auch nach UVB-Bestrahlung 

AHR-abhängig regulieren lässt. Abbildung 7 zeigt die Ergebnisse zur Untersuchung der PAI-2-

Transkriptmengen 6 Stunden nach UVB-Bestrahlung mit 200 J/m² in den NCTC-EV und NCTC-

shAHR Zellen. 
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Abbildung 7: Induzierbare mRNA-Expression von PAI-2 nach UVB-Behandlung.  

Die NCTC-EV und NCTC-shAHR Zellen wurden mit 200 J/m² UVB bestrahlt. 6 Stunden später wurden 

die Transkriptmengen von PAI-2 unter Verwendung der qRT-PCR bestimmt und auf 500000 Moleküle 

β-Aktin normiert.*signifikant erhöht im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle. 

 

In den NCTC-EV Keratinozyten wurde 6 Stunden nach UVB-Bestrahlung eine signifikante PAI-

2-Induktion beobachtet. Im Vergleich zu den unbestrahlten Kontrollzellen wurde ein etwa 5-

facher Anstieg der Transkriptmenge ermittelt. In den AHR-knockdown Zellen veränderte sich 

die PAI-2-Kopienzahl nach der UVB-Einwirkung nicht. Diese Daten zeigen eine eindeutige 

AHR-abhängige Regulation der PAI-2-Expression nach UVB-Bestrahlung in Keratinozyten. Da 

PAI-2 als Inhibitor an einer Vielzahl von physiologischen aber auch pathophysiologischen 

Prozessen, einschließlich Differenzierung von Keratinozyten, Inflammation und Apoptose, 

beteiligt ist (Kruithof et al., 1995), nimmt der PAI-2-regulierende AHR eine wichtige Rolle bei 

der UVB-Stressantwort der Keratinozyten ein. 

 

3.2.3 Die Zytokine IL-6 und IL-8 

Neben dem klassischen AHR-Signalweg und dem nicht-genomischen Weg kann der AHR auch 

mit NF-κB-Untereinheiten interagieren und so die Transkription weiterer Gene regulieren. So 

wurde auf diese Weise eine AHR-abhängige Expression des Interleukin-6 (IL-6) und 

Interleukin-8 (IL-8) beschrieben (Chen et al., 2011; Vogel et al., 2007; Vogel et al., 2011). Um 

zu untersuchen, ob sich IL-6 und IL-8 auch nach UVB-Einwirkung AHR-abhängig regulieren 
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lassen, wurden NCTC-EV und NCTC-shAHR Keratinozyten mit 200 J/m² UVB bestrahlt. Sechs 

Stunden später erfolgte die Ermittlung der IL-6- und IL-8-Transkriptmengen unter 

Verwendung der qRT-PCR. Abbildung 8 zeigt die Ergebnisse dieser Untersuchung. 

 

 
Abbildung 8: Induzierbare mRNA-Expression von IL-6 und IL-8 nach UVB-Behandlung.  

Die NCTC-EV und NCTC-shAHR Zellen wurden mit 200 J/m² UVB bestrahlt. 6 Stunden später wurden 

die Transkriptmengen von IL-6 (A) und IL-8 (B) unter Verwendung der qRT-PCR bestimmt und auf 

500000 Moleküle β-Aktin normiert. *signifikant erhöht im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle; 

†signifikant reduziert im Vergleich zu NCTC-EV. 

 

In den NCTC-EV Zellen wurde 6 Stunden nach UVB-Bestrahlung mit 200 J/m² ein 

signifikanter, ca. 3-facher Anstieg der IL-6-Transkriptmenge beobachtet (vgl. Abbildung 8A). 

In den AHR-knockdown Keratinozyten wurde eine schwächere, nicht signifikante IL-6-

Induktion nach UVB-Einwirkung gezeigt. Zudem war die IL-6-Kopienzahl nach der 

Bestrahlung im Vergleich zu den AHR-profizienten Zellen signifikant reduziert. Die IL-6 

Transkription scheint demnach nach einer UVB-Einwirkung AHR-abhängig reguliert zu sein. 

Beim IL-8 wurden bereits in unbehandelten NCTC-EV und NCTC-shAHR Zellen signifikante 

Unterschiede in der Transkriptmenge festgestellt. Während in den AHR-profizienten 

Keratinozyten etwa 150 Transkripte pro 500000 Moleküle β-Aktin detektiert wurden, waren 

es in den AHR-defizienten Zellen nur ca. 40 (vgl. Abbildung 8B). Nach UVB-Bestrahlung 

wurde in beiden Zelllinien eine signifikante IL-8-Induktion beobachtet, wobei in den NCTC-EV 

Zellen die IL-8-Transkriptmenge im Vergleich zu den NCTC-shAHR Keratinozyten etwa 

doppelt so hoch war. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant. Der AHR scheint 
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demnach einen Einfluss auf die basale IL-8-Transkription zu haben. Nach einer UVB-

Bestrahlung gibt es keine signifikanten Unterschiede zwischen den AHR-profizienten und 

AHR-defizienten Keratinozyten.  

Die Produktion des pro-inflammatorischen Zytokins IL-6 wird bei UVB-Einwirkung auf die 

menschliche Haut induziert und spielt dort wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der 

Immunantwort auf UVB-Bestrahlung und bei der Reparatur von UV-verursachten 

Hautschäden (Nishimura et al., 1999). Es induziert unkontrolliertes Zellwachstum und das 

Überleben von Tumorzellen durch eine Aktivierung von Genen, die die Zellproliferation 

stimulieren, und Hemmung von Genen, die die Apoptose induzieren (Hoejberg et al., 2012; 

Johnson et al., 2012). Auch das pro-inflammatorische Zytokin IL-8 hat einen hemmenden 

Einfluss auf den programmierten Zelltod, indem es zu einer erhöhten Expression von anti-

apoptotischen Proteinen führt (Wang et al., 2011). Da eine Hemmung des gewollten 

Zelltodes ein entscheidender Faktor bei der Kanzerogenese von z.B. NMSC sein kann, wird 

im Laufe der Arbeit die Untersuchung der Apoptose nach UVB-Einwirkung im Vordergrund 

stehen. Dabei soll der Einfluss des AHR auf die UVB-induzierte Apoptose charakterisiert 

werden. 

 

3.3 Einfluss des AHR auf die UVB-induzierte Apoptose 

3.3.1 Ergebnisse aus in-vitro Studien 

UVB-Strahlung verursacht primär DNA-Schäden und initiiert so eine DNA-Schadens-Antwort, 

welche Zellzyklusarrest, DNA-Reparatur sowie, insbesondere bei schweren Schäden, 

Apoptose beinhaltet. Darüber hinaus kann UVB-Strahlung auch über die Aktivierung von 

Todesrezeptoren und über den ROS-induzierten Verlust des mitochondrialen 

Membranpotentials zur Apoptose führen. In der Literatur wird der Einfluss des AHR auf die 

Apoptose kontrovers diskutiert. Es scheint zelltyp- und gewebespezifische Unterschiede zu 

geben (Chopra et al., 2009; Matikainen et al., 2001; Wu et al., 2007). Diese Arbeit hat zum 

Ziel, die Rolle des AHR in der UVB-induzierten Apoptose in humanen NCTC Keratinozyten zu 

charakterisieren. 

NCTC-EV und NCTC-shAHR Zellen wurden mit 200 und 400 J/m² UVB bestrahlt und 24 

Stunden später erfolgte für die Bestimmung der Apoptose sowohl eine Analyse des subG1-
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Anteils der Zellpopulation (Durchflusszytometrie) als auch eine Ermittlung der Menge an 

gespaltenem PARP-1 (Western Blot). In Abbildung 9 ist zunächst die Bestimmung des subG1-

Anteil nach UVB-Bestrahlung dargestellt. 

 

 

Abbildung 9: subG1-Anteil der Zellpopulation nach UVB-Bestrahlung von NCTC-EV und NCTC-shAHR 

Keratinozyten.  

NCTC-EV und NCTC-shAHR Zellen wurden mit 200 oder 400 J/m² UVB bestrahlt, 24 Stunden später 

mit Propidiumiodid gefärbt und am Durchflusszytometer analysiert. A: Exemplarische Darstellung 

von Zellzyklusprofilen von unbestrahlten sowie UVB-behandelten NCTC-EV und NCTC-shAHR Zellen. 

B: Quantitative Darstellung des subG1-Anteils der Zellpopulation von drei unabhängigen Versuchen, 

*signifikant erhöht im Vergleich zu NCTC-EV; †signifikant erhöht im Vergleich zur unbestrahlten 

NCTC-EV Kontrolle. 

 

Eine Bestrahlung von NCTC-EV Keratinozyten mit 200 und 400 J/m² UVB führte zu einem 

signifikant erhöhten subG1-Anteil (etwa 5%) im Vergleich zu unbestrahlten Kontrollzellen 

(Abbildung 9B). Bei  einer Bestrahlungsdosis von 400 J/m² UVB zeigten sich deutliche 

Unterschiede im prozentualen subG1-Anteil zwischen den AHR-profizienten und AHR-

defizienten Keratinozyten. Bei den NCTC-shAHR Zellen stieg der subG1-Anteil auf über 10% 

an und war somit signifikant erhöht im Vergleich zu den NCTC-EV Zellen. Eine Hemmung des 

AHR-Signalweges führte demnach zu einer verstärkten Apoptose nach UVB-Behandlung in 

humanen NCTC Keratinozyten. Im Vergleich zu den unbestrahlten NCTC-EV Zellen wurde 

bereits in den unbestrahlten NCTC-shAHR Zellen eine geringe, jedoch signifikante Erhöhung 

der Apoptoserate beobachtet. 
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Western Blot Analysen zur Detektion von gespaltenem PARP-1, einem etablierten 

Apoptosemarker, unterstützten die beobachtete anti-apoptotische Rolle des AHR in UVB-

bestrahlten NCTC Keratinozyten (vgl. Abbildung 10). 

 

 

Abbildung 10: PARP-1 nach UVB-Bestrahlung in NCTC-EV und NCTC-shAHR Keratinozyten.  

NCTC-EV und NCTC-shAHR Zellen wurden mit 200 oder 400 J/m² UVB bestrahlt und 24 Stunden 

später geerntet. Zur Detektion von PARP-1 und dessen Spaltprodukt wurden Western Blot Analysen 

durchgeführt. A: Exemplarischer Western Blot. B: Densitometrische Auswertung von PARP-1 und 

gespaltenem PARP-1, 24 Stunden nach 400 J/m² UVB. Die Auswertung erfolgte von drei 

unabhängigen Versuchen. Dargestellt ist die Bandenintensität vom gespaltenen PARP-1 pro 

ungespaltenem PARP-1. *signifikant erhöht im Vergleich zu NCTC-EV. 

 

Nach einer UVB-Bestrahlung mit 400 J/m² konnte in NCTC-EV und NCTC-shAHR 

Keratinozyten gespaltenes PARP-1 detektiert werden, wobei die AHR-knockdown Zellen eine 

etwa 3,5-fach erhöhte Menge des Spaltprodukts aufwiesen. Im Vergleich zu 200 J/m² UVB, 

konnten nach einer Bestrahlung mit 400 J/m² UVB deutlichere Unterschiede in der 

Apoptoserate zwischen den NCTC-EV und NCTC-shAHR Zellen beobachtet werden. Aus 

diesem Grund wurden für die nachfolgenden Versuche, die den zellulären Endpunkt 

Apoptose zum Gegenstand der Untersuchung haben, die Zellen nur noch mit 400 J/m² UVB 

bestrahlt. 

Um zu bestätigen, dass der AHR einen Einfluss auf die UVB-induzierte Apoptose in NCTC 

Keratinozyten ausübt, wurden NCTC-EV Zellen 1 Stunde vor der UVB-Bestrahlung mit dem 
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AHR-Antagonisten 3‘-Methoxy-4‘-Nitroflavon (MNF, 20 µM) behandelt. 24 Stunden nach 

Bestrahlung mit 400 J/m² UVB wurde der subG1-Anteil der Zellpopulationen untersucht. 

 

 

Abbildung 11: subG1-Anteil der Zellpopulation nach MNF-Behandlung und UVB-Bestrahlung in 

NCTC-EV.  

NCTC-EV Zellen wurden 1 Stunde vor einer Bestrahlung mit 400 J/m² UVB mit 20 µM MNF bzw. 0,1% 

DMSO behandelt, 24 Stunden später mit Propidiumiodid gefärbt und am Durchflusszytometer 

analysiert. A: Exemplarische Darstellung von Zellzyklusprofilen von MNF-behandelten und UVB-

bestrahlten NCTC-EV Zellen. B: Quantitative Darstellung des subG1-Anteils der Zellpopulation von 

drei unabhängigen Versuchen, *signifikant erhöht im Vergleich zu DMSO-behandelten NCTC-EV; 

†signifikant erhöht im Vergleich zur unbestrahlten NCTC-EV Kontrolle. 

 

Abbildung 11 zeigt, dass auch eine chemische Hemmung des AHR durch MNF zu einer 

Erhöhung des subG1-Anteils nach UVB-Behandlung in NCTC Zellen führt. Im Vergleich zu den 

DMSO-behandelten Kontrollzellen stieg der subG1-Anteil der Zellpopulation signifikant von 

ca. 3% auf über 6% nach Bestrahlung an. Zudem konnte auch in unbestrahlten NCTC-EV 

Keratinozyten eine Erhöhung der Apoptosrerate um ca. 3% nach MNF-Behandlung 

beobachtet werden. 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine Hemmung des AHR durch shRNA oder 

durch einen chemischen Antagonisten in eine erhöhte Apoptoserate nach UVB-Bestrahlung 

in NCTC Keratinozyten resultiert. 
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3.3.2 Überprüfung der physiologischen Relevanz in einer in-vivo Studie 

Um die physiologische Bedeutung der anti-apoptotischen Funktion des AHR zu 

charakterisieren, wurde eine in-vivo Studie mit einem SKH-1 hairless Mausmodell, bei dem 

sowohl AHR-profiziente als auch AHR-defiziente Tiere zur Verfügung standen, durchgeführt. 

Die Tiere wurden mit 200 mJ/cm² bzw. 185 mJ/cm² UVB bestrahlt und nach 24 bzw. 48 

Stunden für die Untersuchungszwecke schmerzfrei getötet. Abbildung 12A zeigt TUNEL-

positive Zellen in der Haut der Mäuse und in Abbildung 12B ist die Menge an gespaltener 

Caspase-3 (Effektor-Caspase) von Hautproteinen zu erkennen. 

Im Vergleich zu den AHR-profizienten Tieren führte eine UVB-Bestrahlung der AHR-

defizienten SKH-1 Mäuse zu scheinbar mehr TUNEL-positiven Zellen in der Haut und somit zu 

einer erhöhtem Anteil an apoptotischen Zellen (vgl. Abbildung 12A). Diese Beobachtung wird 

durch Western Blot Analysen unterstützt. So konnte 48 Stunden nach UVB-Bestrahlung in 

der Haut von AHR-defizienten Tieren eine erhöhte Menge gespaltener Caspase-3 detektiert 

werden (Abbildung 12B).  
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Abbildung 12: UVB-induzierte Apoptose in AHR-profizienten und AHR-defizienten SKH-1 Mäusen. 

A: Jeweils 2 AHR-profiziente und AHR-defiziente SKH-1 Mäuse wurden mit 200 mJ/cm² UVB 

bestrahlt. Vor der Bestrahlung und 24 Stunden nach UVB-Behandlung wurden Hautproben 

entnommen, Schnitte angefertigt und apoptotische Zellen mit der TUNEL-Methode gefärbt. Gezeigt 

ist ein repräsentativer Ausschnitt der Schnitte. Blau: Zellkern, Rot: TUNEL-positiver Zellkern, 200-

fache Vergrößerung. B: 2 SKH-1 Mäuse pro Genotyp wurden mit 185 mJ/cm² UVB bestrahlt bzw. 

jeweils eine SKH-1 Maus pro Genotyp blieb unbestrahlt. Nach 48 Stunden wurden die Proteine aus 

der Haut extrahiert und zur Detektion von Caspase-3 und deren Spaltprodukte sowie GAPDH wurden 

Western Blot Analysen durchgeführt. 

 

Diese Studie unterstützt die physiologsiche Relevanz der anti-apoptotischen Funktion des 

AHR in Hautzellen. 
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3.4 Identifizierung der Checkpoint Kinase 1 als Mediator der AHR-

abhängigen Apoptose 

Im Vergleich zu den AHR-profizienten Zellen führte eine UVB-Bestrahlung in NCTC-shAHR 

Keratinozyten zu einer verstärkten Apoptose. Um den molekularen Mechanismus 

aufzuklären, wurde zunächst ein umfassender cDNA TaqMan Array durchgeführt. Die 

konstitutive Expression von insgesamt 93 verschiedenen Genen wurde zwischen 

unbehandelten NCTC-EV und NCTC-shAHR Zellen verglichen. Diese Gene kodieren für 

Proteine, die an der Regulation des Zellzyklus, der DNA-Reparatur sowie der Apoptose 

beteiligt sind. 

 

Tabelle 15: Konstitutive Expression von Genen des Human DNA Repair Mechanism TaqMan cDNA 

Array in NCTC-shAHR Zellen. 

 

 

Tabelle 15 zeigt eine erhöhte Expression der Ligase 1 (LIG1) in NCTC-shAHR Zellen verglichen 

mit den NCTC-EV Keratinozyten. Dagegen war die Expression der Checkpoint Kinase 1 

(CHEK1), des Fanconi Anemia Gruppe G Proteins (FANCG), der Mitogen-activated Protein 

Kinase 10 (MAPK10) und 8 (MAPK8), der Polymerase 2A (POLR2A) sowie des Proteasome 

Subunit beta 9 Proteins (PSMB9) in den AHR-knockdown Zellen reduziert. 

Eine anschließende ausgiebige Literaturrecherche ergab, dass sich die reduzierte Expression 

der MAPK8 (oder JNK1) und der Checkpoint Kinase 1 (CHEK1 oder CHK1) als besonders 

vielversprechend für den gesuchten molekularen Mechanismus herausstellte. So wurde 

durch eine Hemmung des JNK1-Signalweges ein Anstieg der Apoptoserate nach UVB-
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Bestrahlung beobachtet (Cao et al., 2012), und eine reduzierte Expression bzw. Aktivität von 

CHK1 wurde mit einer erhöhten UVB-induzierten Apoptoserate in Keratinozyten in 

Verbindung gebracht (Heffernan et al., 2009). Daher war im Folgenden die Expression von 

JNK1 und CHK1 Gegenstand der Untersuchungen. Da der TaqMan cDNA Array nur einmal 

durchgeführt wurde, erfolgte zunächst eine Überprüfung der Ergebnisse in drei 

unabhängigen Versuchen unter Verwendung der qRT-PCR. 

 

 

Abbildung 13: Konstitutive JNK1 und CHK1 mRNA-Expression in NCTC-EV und NCTC-shAHR Zellen.  

Die Transkiptmengen von JNK1 und CHK1 wurden mittels qRT-PCR in unbehandelten NCTC-EV und 

NCTC-shAHR Keratinozyten bestimmt und auf 500000 Moleküle β-Aktin normiert. Dargestellt ist die 

relative Transkiptmenge bezogen auf NCTC-EV. * signifikant niedriger als NCTC-EV. 

 

Abbildung 13 zeigt, dass sich die basale JNK1 mRNA-Expression zwischen den NCTC-EV und 

NCTC-shAHR Keratinozyten nicht signifikant unterschied. Damit konnte das Ergebnis aus dem 

TaqMan cDNA Array nicht bestätigt werden, woraufhin die Expression von JNK1 im Rahmen 

dieser Arbeit nicht weiter verfolgt wurde. Dagegen war im Vergleich zu den AHR-profizienten 

Keratinozyten die basale CHK1-Transkription in NCTC-shAHR Zellen signifikant, um etwa 35%, 

reduziert. Dieser Befund untermauert die Beobachtung aus dem TaqMan cDNA Array und 

deutet auf eine mögliche Beteiligung von CHK1, in Bezug auf die AHR-abhängige 

unterschiedliche Sensitivität gegenüber der UVB-induzierten Apoptose, hin. Im Einklang mit 

den Genexpressionsanalysen, konnte auch auf Proteinebene eine deutlich verringerte CHK1-

Expression in den unbehandelten AHR-knockdown Zellen detektiert werden (vgl. Abbildung 
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14). Hier wurde eine Reduktion um etwa 50% im Vergleich zu den NCTC-EV Keratinozyten 

beobachtet. 

 

 

Abbildung 14: Konstitutive CHK1-Proteinexpression.  

Die Expression des CHK1-Proteins wurde mittels Western Blot in unbehandelten NCTC-EV und NCTC-

shAHR Keratinozyten bestimmt und auf GAPDH normiert. A: Exemplarischer Western Blot. B: 

Densitometrische Auswertung. Die Auswertung erfolgte von drei unabhängigen Versuchen. 

Dargestellt ist die Bandenintensität von CHK1 bezogen auf NCTC-EV Zellen. *signifikant reduziert im 

Vergleich zu NCTC-EV. 

 

Um zu überprüfen, ob die reduzierte CHK1-Expression für die erhöhte Apoptoserate nach 

UVB-Einwirkung in den NCTC-shAHR Zellen verantwortlich ist, wurden die Zellen mit dem 

Expressionsplasmid pCHK1 transient transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden 

die Keratinozyten mit 400 J/m² UVB bestrahlt und nach weiteren 24 Stunden erfolgte die 

Detektion der Apoptose über die Quantifizierung des gespaltenen Caspasesubstrats PARP-1 

(vgl. Abbildung 15 ) 
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Abbildung 15: PARP-1 nach transienter Transfektion mit pCHK1 und UVB-Bestrahlung.  

NCTC-shAHR Zellen wurden mit dem Expressionsplasmid pCHK1 (bzw. dem Leervektor pCI-neo) 

transfiziert und 24 Stunden später mit 400 J/m² UVB bestrahlt. NCTC-EV Keratinozyten wurde mit 

400 J/m² UVB bestrahlt. 24 Stunden nach Bestrahlung erfolgte die Detektion von CHK1, PARP-1 und 

dessen Spaltprodukt sowie β-Aktin mittels Western Blot Analysen. A: Exemplarischer Western Blot. 

B: Densitometrische Auswertung von PARP-1 und gespaltenem PARP-1, 24h nach 400 J/m² UVB. Die 

Auswertung erfolgte von drei unabhängigen Versuchen. Dargestellt ist die Bandenintensität vom 

gespaltenen PARP-1 pro ungespaltenem PARP-1. *signifikant erhöht im Vergleich zu NCTC-EV. 

 

Eine transiente Transfektion mit dem Expressionsplasmid pCHK1 führte wie erwartet zu 

einer Überexpression von CHK1 in den NCTC-shAHR Keratinozyten. 24 Stunden nach einer 

Bestrahlung mit 400 J/m² UVB war übereinstimmend mit den vorangegangenen 

Beobachtungen im Vergleich zu den NCTC-EV Zellen eine signifikant erhöhte Menge an 

gespaltenem PARP-1 in den AHR-knockdown Keratinozyten detektierbar. Wurde jedoch 

CHK1 in den NCTC-shAHR überexprimiert, reduzierte sich die Menge an gespaltenem PARP-1 

und war im Vergleich zu den NCTC-EV Zellen nicht mehr signifikant erhöht. Eine Transfektion 

mit dem Kontrollvektor pCI-neo hatte weder auf die CHK1-Expression noch auf die Spaltung 

des PARP-1 einen signifikanten Einfluss. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die 

reduzierte CHK1-Expression für die erhöhte Apoptoseneigung der AHR-defizienten NCTC 

Keratinozyten nach UVB-Bestrahlung verantwortlich ist und dass eine Überexpression von 

CHK1 diese erhöhte Sensibilität wieder aufhebt.  

In der Promotorregion  des CHK1-Gens wurden keine putativen XRE-Motive gefunden, was 

gegen eine direkte transkriptionelle Regulation durch den klassischen AHR-Signalweg spricht. 
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Dazu passend zeigt Abbildung 16, dass eine Aktivierung des AHR-Signalweges durch eine 

sechsstündige Behandlung mit den Liganden BaP (5 µM) zwar CYP1A1 induziert, jedoch 

keinen signifikanten Einfluss auf die CHK1-Transkription in NCTC-EV Zellen hat. 

 

 

Abbildung 16: mRNA-Expression von CYP1A1 und CHK1 nach BaP-Behandlung in NCTC-EV 

Keratinozyten.  

Die NCTC-EV Zellen wurden mit 5 µM BaP bzw. 0,1% DMSO behandelt. 6 Stunden später wurden die 

Transkriptmengen von CYP1A1 und CHK1 mit Hilfe der qRT-PCR bestimmt und auf 500000 Moleküle 

β-Aktin normiert. *signifikant erhöht im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. 

 

Zusammengefasst lässt sich aus diesen Versuchen ableiten, dass eine reduzierte CHK1-

Expression für die erhöhte Apoptoserate in den NCTC-shAHR Zellen verantwortlich ist. Wie 

der AHR Einfluss auf die CHK1-Expression nimmt, ist zunächst unklar und soll in den weiteren 

Untersuchungen aufgeklärt werden. 
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3.5 Identifizierung des Transkriptionsfaktors E2F1 als Regulator der AHR-

abhängigen CHK1-Expression 

Im CHK1-Promotor befinden sich mehrere funktionale Bindungsstellen für den 

Transkriptionsfaktor E2F1 (Carrassa et al., 2003). Die reduzierte CHK1-Expression in den 

NCTC-shAHR Zellen könnte demnach über E2F1 reguliert sein. Im Folgenden wurde daher die 

basale Proteinmenge von E2F1 in den NCTC-EV und NCTC-shAHR untersucht. Die Ergebnisse 

zeigt Abbildung 17. Im Vergleich zu den NCTC-EV Keratinozyten ist die E2F1-

Proteinexpression in den NCTC-shAHR Zellen um etwa 70% reduziert. 

 

 

Abbildung 17: Konstitutive E2F1-Proteinexpression.  

Die Expression des E2F1-Proteins wurden mittels Western Blot in unbehandelten NCTC-EV und NCTC-

shAHR Keratinozyten bestimmt und auf β-Aktin normiert. A: Exemplarischer Western Blot. B: 

Densitometrische Auswertung. Die Auswertung erfolgte von drei unabhängigen Versuchen. 

Dargestellt ist die Bandenintensität von E2F1 bezogen auf NCTC-EV. *signifikant reduziert im 

Vergleich zu NCTC-EV. 

 

Um zu testen, ob die reduzierte E2F1-Expression für die erhöhte UVB-induzierte 

Apoptoserate in den NCTC-shAHR Zellen verantwortlich ist, wurde E2F1 mittels transienter 

Transfektion (pE2F1) überexprimiert. 24 Stunden nach der transienten Transfektion erfolgte 

eine UVB-Bestrahlung mit 400 J/m². Und weitere 24 Stunden später wurden die Apoptose 

über die PARP-1-Detektion im Western Blot analysiert.  
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Abbildung 18: PARP-1 nach transienter Transfektion mit pE2F1 und UVB-Bestrahlung.  

NCTC-shAHR Zellen wurden mit dem Expressionsplasmid pE2F1 (bzw. dem Leervektor pCMV) 

transfiziert und 24 Stunden später mit 400 J/m² UVB bestrahlt. NCTC-EV Keratinozyten wurden mit 

400 J/m² UVB bestrahlt. 24 Stunden nach Bestrahlung erfolgte die Detektion von E2F1, PARP-1 und 

dessen Spaltprodukt sowie β-Aktin mittels Western Blot Analysen. A: Exemplarischer Western Blot. 

B: Densitometrische Auswertung von PARP-1 und gespaltenem PARP-1, 24h nach 400 J/m² UVB. Die 

Auswertung erfolgte von drei unabhängigen Versuchen. Dargestellt ist die Bandenintensität vom 

gespaltenen PARP-1 pro ungespaltenem PARP-1. *signifikant erhöht im Vergleich zu NCTC-EV. 

 

Wie in Abbildung 18 zu erkennen ist, führte eine transiente Transfektion mit pE2F1 zu der 

erwarteten Überexpression des E2F1-Proteins. Zudem lässt sich wieder erkennen, dass 24 

Stunden nach einer Bestrahlung mehr gespaltenes PARP-1 in den NCTC-shAHR Zellen 

detektiert werden konnte, als in den AHR-profizienten Keratinozyten. Nach Überexpression 

von E2F1 reduzierte sich die Menge an gespaltenem PARP-1 und war gegenüber den NCTC-

EV Zellen nicht mehr signifikant erhöht. Die Transfektion mit dem Kontrollplasmid pCMV 

hatte weder auf die E2F1-Proteinmenge noch auf die Spaltung von PARP-1 einen 

signifikanten Einfluss. Aufgrund dieser Beobachtungen konnte geschlussfolgert werden, dass 

die reduzierte Expression von E2F1 und seinem Zielgen CHK1 (vgl. Abbildung 15) für die 

erhöhte UVB-induzierte Apoptoserate in den NCTC-shAHR Keratinozyten verantwortlich ist. 

In einem weiteren Versuch wurde überprüft, ob die reduzierte E2F1-Proteinmenge in den 

NCTC-shAHR Zellen zu der beobachteten Hemmung der CHK1-Expression führt. Dafür 

wurden 0,25, 0,75 und 1,5 µg des Expressionsplasmids pE2F1 in die AHR-defizienten 
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Keratinozyten transfiziert und die CHK1-Expression 48 Stunden nach der Transfektion im 

Western Blot detektiert.  

 

 

Abbildung 19: CHK1-Proteinmenge nach E2F1-Überexpression in NCTC-shAHR.  

NCTC-shAHR Zellen wurden mit 0,25, 0,75, und 1,5 µg pE2F1 transfiziert. NCTC-EV Zellen wurden 

nicht behandelt. 48 Stunden nach der Transfektion erfolgte die Detektion von E2F1 (zur Überprüfung 

der Transfektion; nicht dargestellt), CHK1 und β-Aktin. A: Exemplarischer Western Blot. B: 

Densitometrische Auswertung. Die Auswertung erfolgte von drei unabhängigen Versuchen. 

Dargestellt ist die Bandenintensität von CHK1 bezogen auf NCTC-EV. *signifikant unterschiedlich im 

Vergleich zu NCTC-EV. 

 

Abbildung 19 zeigt, dass eine erhöhte E2F1-Expression dosisabhängig in eine Induktion der 

CHK1-Proteinmenge in den NCTC-shAHR Zellen resultierte. Zudem ist übereinstimmend mit 

vorangegangen Untersuchungen zu sehen, dass in den AHR-defizienten Keratinozyten die 

CHK1-Expression im Vergleich zu den NCTC-EV Zellen signifikant reduziert war. 

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass eine Hemmung des AHR zur Verringerung der 

E2F1-Expression führte. Dies hatte eine reduzierte CHK1-Expression und eine erhöhte UVB-

induzierte Apoptosesensibilität zur Folge. Im Folgenden sollte untersucht werden, wie der 

AHR Einfluss auf die E2F1-Expression ausübt. 
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3.6 Untersuchungen zur AHR-abhängigen Regulation von E2F1 

Um den molekularen Mechanismus der AHR-abhängigen Regulation des 

Transkriptionsfaktors E2F1 zu identifizieren, erfolgten Promotoranalysen mit dem E2F1-

Reportergenkonstrukt pGL2AN. Bei diesem Konstrukt wird die Expression des 

Reporterproteins firefly (Photinus pyralis) Luziferase durch den humanen E2F1-Promotor 

reguliert. 48 Stunden nach der Transfektion mit pGL2AN bzw. dem Kontrollvektor pGL2basic 

wurde die Aktivität der Luziferase über eine Lumineszenzreaktion ermittelt und Rückschlüsse 

auf die Promotoraktivität gezogen. Abbildung 20 zeigt die basale E2F1-Promotoraktivität in 

den NCTC-EV und NCTC-shAHR Keratinozyten. 

 

 

Abbildung 20: Basale E2F1-Promotoraktivität in NCTC-EV und NCTC-shAHR Zellen.  

NCTC-EV und NCTC-shAHR Keratinozyten wurden mit dem E2F1-Reportergenkonstrukt pGL2AN (bzw. 

dem Leervektor pGL2basic) transfiziert. 48 Stunden nach der Transfektion erfolgte die Bestimmung 

der Luziferaseaktivität. *signifikant reduziert im Vergleich zu NCTC-EV. 

 

Im Vergleich zu den NCTC-EV Zellen konnte in den unbehandelten AHR-knockdown 

Keratinozyten eine um ca. 50% verringerte Luziferaseaktivität gemessen werden. Eine 

Unterdrückung des AHR-Signalweges resultierte demnach in eine Reduktion der E2F1-

Promotoraktivität, wodurch die beobachtete verringerte Proteinexpression zu erklären ist 

(vgl. Abbildung 17). 

Um die AHR-abhängige Regulation der E2F1-Promotoraktivität aufzuklären, wurden die 

NCTC-EV und NCTC-shAHR Zellen 24 Stunden nach der Transfektion mit dem 
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Reportergenkonstrukt pGL2AN mit verschiedenen stimulierenden und inhibierenden 

Substanzen für weitere 24 Stunden behandelt. Anschließend erfolgte die Messung der 

Luziferaseaktvitäten. In Abbildung 21 sind die Ergebnisse zusammengefasst. 

 

 
Abbildung 21: Beeinflussung der E2F1-Promotoraktivität durch verschiedene Substanzen. 

A: Schematische Übersicht über relevante Bindungsstellen im E2F1-Promotor. NF-κB, Nuclear Factor-

κB; ATF, Activating Transcription Factor; B - D: NCTC-EV und NCTC-shAHR Keratinozyten wurden mit 

dem E2F1-Reportgenkonstrukt pGL2AN (bzw. dem Leervektor pGL2basic) transfiziert. 24 Stunden 

nach der Transfektion wurden die Zellen mit B: 5 µM BaP, 10 µM PP2, 10 µM PD98059; C: 5 µg/ml 

LPS, 10 µM BAY 11-7085, 150 nM WP631, 1,8 µM KT5720; D: 1 und 10 µM Roscovitin sowie 0,1 % 

DMSO belastet bzw. blieben als Mediumkontrolle für LPS unbehandelt. 48 Stunden nach der 

Transfektion erfolgte die Bestimmung der Luziferaseaktivität. Die Ergebnisse sind auf die NCTC-EV 

Lösungsmittel Kontrolle bezogen dargestellt. *signifikant reduziert im Vergleich zur entsprechenden 

Lösungsmittel Kontrolle.  
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Eine Aktivierung des AHR-Signalweges durch Behandlung der NCTC-EV Zellen mit 5 µM BaP 

hatte keine signifikanten Auswirkungen auf die E2F1-Promotoraktivität. Ebenso kann eine 

Beteiligung des nicht-genomischen Signalweges an der E2F1-Regulation ausgeschlossen 

werden, da eine c-src-Inhibierung durch 10 µM PP2 sowie eine Mek-Hemmung durch 10 µM 

PD98059 die Luziferaseaktivitäten nicht veränderten (vgl. Abbildung 21B).  

Im E2F1-Promotor befinden sich Bindungsstellen für NF-κB, Sp1 und ATF (Activating 

Transcription Factor) (Neuman et al., 1994). NF-κB und Sp1 sind zwei Transkriptionsfaktoren, 

die mit dem AHR interagieren und die Genexpression regulieren können (Kim et al., 2000; 

Vogel et al., 2007; Wang et al., 1999). Die cAMP-abhängige Proteinkinase A (PKA) aktiviert 

den Transkriptionsfaktor ATF (Rehfuss et al., 1991) und es wurde gezeigt, dass sie zudem die 

AHR-Aktivität beeinflusst (Oesch-Bartlomowicz und Oesch, 2009). Eine Behandlung mit dem 

NF-κB-aktivierenden Lipopolysaccharid (LPS; 5 µg/ml), dem NF-κB-Inhibitor BAY 11-7085 (10 

µM), dem Sp1-Inhibitor WP631 (150 nM) oder dem spezifischen PKA-Inhibitor KT 5720 (1,8 

µM) hatte keine signifikanten Auswirkungen auf die Luziferaseaktivitäten in den NCTC-EV 

und NCTC-AHR Keratinozyten (vgl. Abbildung 21C). Obwohl bei diesen drei 

Transkriptionsfaktoren die Verbindung zum AHR gegeben ist, sind sie, zumindest in dem 

gewählten Untersuchungsmodell, aufgrund dieser Beobachtungen demnach nicht an der 

AHR-abhängigen Regulation von E2F1 beteiligt. 

Im E2F1-Promotor sind weiterhin Bindungsstellen für die E2F-Proteine lokalisiert (Neuman et 

al., 1994). In Abhängigkeit von der Aktivität der Cyclin-abhängigen Kinasen (Cyclin-dependent 

Kinases, CDK), insbesondere der CDK2, findet durch die Regulation über E2F-Proteine eine 

Induktion oder eine Hemmung der E2F1-Expression statt (Johnson et al., 1994). In Abbildung 

21D ist zu erkennen, dass eine Behandlung mit dem CDK2-Inhibitor Roscovitin (1 und 10 µM) 

die Luziferaseaktivität in den NCTC-EV Zellen um bis zu 50% reduzierte. Da in den 

unbehandelten NCTC-shAHR Zellen eine vergleichbare Reduktion beobachtet wurde (vgl. 

Abbildung 20), deutet dies darauf hin, dass eine verringerte CDK2-Aktivität in den NCTC-

knockdown Keratinozyten für die Reduktion der E2F1-Promotoraktivität verantwortlich ist. 

Die vorangegangenen Untersuchungen weisen darauf hin, dass in den NCTC-shAHR 

Keratinozyten eine reduzierte CDK2-Aktivität vorliegt. In Zellen kommen die natürlichen 

CDK2-Inhibitoren p21CIP1 und p27KIP1 vor (Martin et al., 2005). Eine erhöhte Expression dieser 

endogenen Inhibitoren würde eine reduzierte CDK2-Aktivität in den AHR-defizienten Zellen 
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erklären. In der Tat wurde im Vergleich zu den NCTC-EV Zellen eine 1,8-fach erhöhte basale 

Transkriptmenge von p27KIP1 in den AHR-knockdown Keratinozyten gemessen. Bei der 

Expression von p21CIP1 ergaben sich dagegen keine signifikanten Unterschiede (vgl. 

Abbildung 22).  

 

 

Abbildung 22: Konstitutive p21CIP1 und p27KIP1 mRNA-Expression in NCTC-EV und NCTC-shAHR 

Zellen. 

Die Transkiptmengen von p21CIP1 und p27KIP1 wurden mittels qRT-PCR in unbehandelten NCTC-EV und 

NCTC-shAHR Keratinozyten bestimmt und auf 500000 Moleküle β-Aktin normiert. * signifikant erhöht 

im Vergleich zu NCTC-EV. 

 

Darüber hinaus konnte eine signifikant gesteigerte p27KIP1-Proteinexpression in den AHR-

defizienten Keratinozyten detektiert werden. Im Vergleich zu den NCTC-EV Zellen war sie um 

das 2,5-fache erhöht (vgl. Abbildung 23). 
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Abbildung 23: Konstitutive p27KIP1-Proteinexpression.  

Die Expression des p27KIP1-Proteins wurden mittels Western Blot in unbehandelten NCTC-EV und 

NCTC-shAHR Keratinozyten bestimmt und auf β-Aktin normiert. A: Exemplarischer Western Blot. B: 

Densitometrische Auswertung. Die Auswertung erfolgte von drei unabhängigen Versuchen. 

Dargestellt ist die Bandenintensität von p27KIP1 bezogen auf NCTC-EV. *signifikant erhöht im 

Vergleich zu NCTC-EV. 

 

Eine erhöhte Expression des Inhibitors p27KIP1 könnte folglich zu der reduzierten CDK2-

Aktivität in den NCTC-shAHR führen. 

CDK2 spielt eine wichtige Rolle für die Zellproliferation. Deren Aktivität ist wichtig für den 

Übergang der Zelle von der G1- in die S-Phase (Johnson et al., 1994). Um die 

vorangegangenen Erkenntnisse weiter zu bekräftigen, wurde die Proliferationsrate zwischen 

unbehandelten NCTC-EV und NCTC-shAHR Zellen verglichen. Dabei wurde der Einbau von 

BrdU (5-Brom-2‘-desoxyuridin) während der DNA-Replikation durch einen spezifischen 

Antikörper detektiert.  
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Abbildung 24: Proliferation von NCTC-EV und NCTC-shAHR Keratinozyten. 

A: Die Proliferationsraten der NCTC-EV und NCTC-shAHR Zellen wurde über den BrdU-Einbau 

innerhalb von 24 Stunden bestimmt. B: 1 Stunde vor der 24-stündigen Inkubation mit BrdU wurden 

die NCTC-EV Keratinozyten mit 20 µM MNF bzw. 0,1% DMSO behandelt. *signifikant reduziert im 

Vergleich zu NCTC-EV (A) bzw. DMSO Kontrolle (B). 

 

Abbildung 24A zeigt, dass im Vergleich zu den NCTC-EV Zellen die AHR-knockdown 

Keratinozyten eine um etwa 20% verringerte Proliferationsrate aufwiesen. Auch bei einer 

chemischen Hemmung des AHR durch MNF (20 µM) reduzierte sich die Proliferationsrate in 

den NCTC-EV Zellen im gleichen Maße (vgl. Abbildung 24B). Diese Daten weisen erneut auf 

eine reduzierte CDK2-Aktivität in den NCTC-shAHR Keratinozyten hin. 

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass der AHR die p27KIP1-Expression hemmt, dadurch 

die CDK2-Aktivität erhöht und auf diese Weise an der Regulation des Transkriptionsfaktors 

E2F1 beteiligt ist. 

 

3.7 Untersuchungen zu weiteren E2F1-abhängigen Zielgenen 

In NCTC-shAHR Zellen wurde in den vorangegangenen Untersuchungen eine reduzierte 

E2F1-Expression festgestellt. Durch die daraus resultierende gehemmte CHK1-Expression 

wurde eine erhöhte UVB-induzierte Apoptoserate in den AHR-defizienten Zellen verursacht. 

Neben CHK1 reguliert E2F1 die Transkription von einer Vielzahl an weiteren Genen, die 

sowohl einen induzierenden als auch einen hemmenden Einfluss auf den programmierten 

Zelltod ausüben. In den folgenden Untersuchungen sollte geprüft werden, ob diese E2F1-
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abhängigen Zielgene neben CHK1 einen Einfluss auf die erhöhte Apoptoseneigung in den 

NCTC-shAHR Keratinozyten haben.  

In dieser Arbeit wurde sich zuerst auf das pro-apoptotische p73 konzentriert, da hier bereits 

eine Beeinflussung der Expression durch E2F1 zusammen mit dem AHR beschrieben wurde 

(Marlowe et al., 2008). Für die Untersuchung der p73-Expression in NCTC-EV und NCTC-

shAHR Keratinozyten wurden die Zellen mit 200 J/m² UVB bestrahlt. Sechs Stunden später 

erfolgte die Ermittlung der Transkriptmengen unter Verwendung der qRT-PCR. Abbildung 25 

zeigt die Ergebnisse dieser Untersuchung. 

 

 

Abbildung 25: Transkription von p73 in NCTC-EV und NCTC-shAHR Keratinozyten nach UVB-

Bestrahlung.  

6 Stunden nach UVB-Bestrahlung mit 200 J/m² wurde die Transkriptmenge von p73 mit Hilfe der qRT-

PCR bestimmt und auf 500000 Moleküle β-Aktin normiert. 

 

Die basalen Kopienzahlen von p73 unterschieden sich in den NCTC-EV und NCTC-shAHR 

Zellen nicht. Sechs Stunden nach UVB-Bestrahlung wurde eine etwa 3,5-fache Reduktion der 

p73-Transkription in beiden Zelllinien beobachtet, wobei auch hier kein Unterschied 

zwischen den AHR-profizienten und AHR-defizienten Keratinozyten ersichtlich wurde. 

Demnach scheint die Transkription von p73 in den NCTC Zellen unabhängig vom AHR-

Signalweg reguliert zu sein.  

p73 ist an der transkriptionellen Aktivierung von einer Vielzahl an weiteren Genen beteiligt, 

die den programmierten Zelltod einleiten. Um zu bestätigen, dass p73 nicht für die erhöhte 
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Apoptoserate in UVB-bestrahlten NCTC-shAHR Keratinozyten verantwortlich ist, wurde die 

Expression eines Zielgens von diesem pro-apoptotischen Faktor untersucht. Ein in diesem 

Kontext interessantes, p73-abhängiges Gen ist Bax (Bcl-2–associated X Protein), dessen 

Regulation bereits als AHR-abhängig beschrieben wurde (Matikainen et al., 2001).  

 

 

Abbildung 26: Transkription von Bax in NCTC-EV und NCTC-shAHR Keratinozyten nach UVB-

Bestrahlung.  

6 Stunden nach UVB-Bestrahlung mit 200 J/m² wurde die Transkriptmenge von Bax mit Hilfe der qRT-

PCR bestimmt und auf 500000 Moleküle β-Aktin normiert. 

 

In Abbildung 26 ist zu erkennen, dass sich die basale Bax-Transkription nicht signifikant 

zwischen den NCTC-EV und NCTC-shAHR Keratinozyten unterschied. Auch 6 Stunden nach 

einer UVB-Bestrahlung mit 200 J/m² waren die Transkriptmengen von Bax in beiden 

Zelllinien noch etwa gleich hoch. Somit kann in diesem Fall auch eine AHR-abhängige 

Regulation von Bax ausgeschlossen werden. Diese Daten lassen den Schluss zu, dass die 

gesteigerte UVB-induzierte Apoptose in den NCTC-shAHR Zellen nicht über den molekularen 

Weg E2F1-p73-Bax erfolgt.  

In einer weiteren Studie wurde beschrieben, dass der AHR als Kofaktor für die E2F1-

abhängige Transkription von PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) dienen kann (Watabe 

et al., 2010). PCNA spielt eine wichtige Rolle bei der DNA-Replikation, DNA-Reparatur sowie 

Zellzyklusregulation und hat damit auch einen Einfluss auf die Apoptose (Strzalka und 

Ziemienowicz, 2011). In einem weiteren Versuch wurde daher die PCNA-Transkription in den 
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NCTC-EV und NCTC-shAHR Zellen 6 Stunden nach Bestrahlung mit 200 J/m² unter 

Verwendung der qRT-PCR untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 27 dargestellt. 

  

 

Abbildung 27: Transkription von PCNA in NCTC-EV und NCTC-shAHR Keratinozyten nach UVB-

Bestrahlung.  

6 Stunden nach UVB-Bestrahlung mit 200 J/m² wurde die Transkriptmenge von PCNA mit Hilfe der 

qRT-PCR bestimmt und auf 500000 Moleküle β-Aktin normiert. 

 

Die PCNA-Expressionsraten waren in den unbehandelten NCTC-EV und NCTC-shAHR Zellen 

gleich hoch und veränderten sich auch nach UVB-Bestrahlung nicht. Daher kann sowohl eine 

AHR-abhängige Regulation von PCNA als auch die Beteiligung von PCNA an der erhöhten 

UVB-induzieren Apoptoserate in den AHR-knockdown Keratinozyten als unwahrscheinlich 

angesehen werden. 

 

3.8 Einfluss des AHR auf die Sensibilität von A431 Zellen gegenüber 

genotoxischem Stress 

Eine transiente Hemmung des AHR durch MNF-Behandlung führte in humanen 

immortalisierten NCTC Keratinozyten zu einer Erhöhung der UVB-induzierten Apoptoserate 

(vgl. Abbildung 11). Diese Induktion des programmierten Zelltodes kann als vorteilhaft 

gewertet werden, um stark UVB-geschädigte Zellen zu eliminieren und eine Krebsentstehung 

zu vermeiden. In einem weiteren Schritt der vorliegenden Arbeit sollte nun überprüft 
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werden, ob eine Hemmung des AHR auch zur erhöhten Apoptoserate von Tumorzellen unter 

genotoxischem Stress führt und damit zur Beseitigung von diesen Zellen beitragen kann. Als 

Untersuchungsmodell wurde die humane epitheliale Karzinomzelllinie A431 verwendet. Die 

Zellen wurden mit dem Chemotherapeutikum 5-Fluoruracil (5-FU) behandelt. 5-FU ist ein  

Pyrimidinanalog und wird als Zytostatikum bei der Chemotherapie von NMSC eingesetzt 

(Desai et al., 2012; Nguyen und Ho, 2002). Anfängliche Western Blot Analysen zeigen, dass 

eine 72-stündige Belastung der A431 Zellen mit 10 µM 5-FU zur Spaltung von PARP-1 führte 

und demnach den programmierten Zelltod induzierte (vgl. Abbildung 28). 

 

 

Abbildung 28: PARP-1 nach 5-FU-Behandlung in A431 Zellen. 

A431 Zellen wurden mit 10 µM 5-FU bzw. 0,1% DMSO behandelt und 6, 24, 48 oder 72 Stunden 

später geerntet. Zur Detektion von PARP-1 und dessen Spaltprodukt wurden Western Blot Analysen 

durchgeführt. n=1. 

 

Um den Einfluss des AHR auf die Wirkung des Chemotherapeutikums 5-FU zu untersuchen, 

wurden die A431 Zellen nun zusätzlich mit dem spezifischen AHR-Antagonisten MNF 

behandelt. Abbildung 29 zeigt die Menge an gespaltenem PARP-1 nach der kombinierten 

Behandlung mit MNF (20, 60 µM) und 5-FU (10 µM) über einen Zeitraum von 72 Stunden.  

 

 

Abbildung 29: PARP-1 nach 72-stündiger MNF- und 5-FU-Behandlung der A431 Zellen.  

A431 Zellen wurden mit 20 oder 60 µM MNF und 10 µM 5-FU bzw. 0,1% DMSO behandelt und 72 

Stunden später geerntet. Zur Detektion von PARP-1 und dessen Spaltprodukt wurden Western Blot 

Analysen durchgeführt. Die Abbildung zeigt einen repräsentativen Western Blot. n=2. 



3 Ergebnisse 

65 
 

In ersten Untersuchungen ist zu erkennen, dass eine chemische Hemmung des AHR durch 60 

µM MNF die Menge an gespaltenem PARP-1 bei einer 3-tägigen 5-FU-Behandlung erhöhte. 

Um zu überprüfen, ob MNF in der Lage ist, den AHR-Signalweg über einen Zeitraum von 72 

Stunden zu hemmen, wurde zusätzlich die mRNA-Expression von CYP1A1, dem Markergen 

für AHR-Aktivität, unter Verwendung der qRT-PCR bestimmt. 

 

 

Abbildung 30: mRNA-Expression von CYP1A1 nach MNF-Behandlung in A431 Zellen.  

A431 Zellen wurden mit 60 µM MNF bzw. 0,1% DMSO behandelt. 72 Stunden später wurden die 

Transkriptmengen von CYP1A1 mit Hilfe der qRT-PCR bestimmt und auf 500000 Moleküle β-Aktin 

normiert. n=3. 

 

In Abbildung 30 ist zu erkennen, dass eine Behandlung der A431 Zellen mit 60 µM MNF auch 

noch nach 3 Tagen die CYP1A1-Transkriptmenge im Vergleich zur DMSO-Kontrolle stark 

reduzierte. Folglich konnte von einer gewünschten Hemmung der AHR-Aktivität für den 

Untersuchungszeitraum ausgegangen werden.  

Zusammenfassend scheint eine Hemmung der AHR-Aktivität die 5-FU-induzierte Apoptose in 

den Tumorzellen A431 zu erhöhen. Weitere Studien sind erforderlich, um diese 

Beobachtungen zu bestätigen. 
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4 Diskussion 

Die Haut ist derjenige Körperbestandteil des Menschen, der am meisten der 

Sonnenstrahlung ausgesetzt ist. Eine Überdosierung von UVB-Strahlung führt zu schädlichen 

Wirkungen in der Haut, einschließlich Sonnenbrand, Hautalterung sowie Nicht-Melanom-

Hautkrebs (NMSC). UVB-Strahlung stellt ein komplettes Karzinogen dar, welches sich durch 

Tumor-initiierende sowie durch Tumor-promovierende Eigenschaften auszeichnet. So kann 

eine UVB-Einwirkung einerseits direkte Schäden in der DNA bewirken, die zu Mutationen 

führen und folglich die Tumorentwicklung initiieren können. Andererseits werden durch 

UVB-Exposition zahlreiche andere Signalwege aktiviert, die mitogene, pro-inflammatorische 

und anti-apoptotische Wirkungen nach sich ziehen, somit promovierend wirken können und 

die Tumorentstehung begünstigen.  

NMSC ist die am häufigsten diagnostizierte Krebsform des Menschen. Mit dem Rückgang der 

Ozonschicht und dem Wandel von Freizeitgewohnheiten (z.B. Benutzung von Solarien, 

extensives Sonnenbaden) kann eine ansteigende Exposition mit UVB-Bestrahlung und somit 

ein Anstieg der NMSC-Inzidenz erwartet werden. Die Entdeckung neuer Angriffspunkte und 

die Entwicklung neuer Strategien sind daher dringend notwendig, um die Prävention bzw. 

Behandlung von UVB-induziertem Hautkrebs zu verbessern. 

Erst kürzlich wurde gezeigt, dass der AHR an der UVB-Stressantwort von Keratinozyten 

beteiligt ist. Neben seiner Rolle als Regulator für fremdstoffmetabolisierende Enzyme, hat 

der AHR auch einen Einfluss auf Proliferation, Apoptose, Zellwachstum und Differenzierung. 

Eine Modulierung der AHR-Aktivität könnte daher einen bedeutenden Einfluss auf die 

Entstehung und auf den Verlauf von NMSC haben.  

Ziel dieser Arbeit war es daher, die molekulare Funktion des AHR in der UVB-Stressantwort 

zu erforschen. Als Untersuchungsobjekt wurden immortalisierte NCTC Keratinozyten, 

epitheliale Karzinomzellen (A431) und SKH-1 hairless Mäuse verwendet. Eine Aufklärung der 

größtenteils ungeklärten physiologischen und pathophysiologischen Wirkungen des AHR in 

Keratinozyten könnte zur Prävention bzw. Behandlung von UVB-induzierten 

Hauterkrankungen beitragen. 
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4.1 Charakterisierung der AHR-abhängigen UVB-Antwort in NCTC 

Keratinozyten 

4.1.1 CYP1A1- und COX2-Induktion 

In dieser Arbeit wurden die humanen, stabil transfizierten NCTC-EV (Leervektor-

Kontrollzellen) und NCTC-shAHR (AHR-knockdown) Zellen verwendet. Mit Hilfe der qRT-PCR 

wurden diese zunächst hinsichtlich ihrer AHR mRNA-Expression charakterisiert. Dabei 

wurden keine signifikanten Unterschiede in der AHR-Transkription zwischen den NCTC-EV 

und den Wildtyp NCTC 2544 Keratinozyten beobachtet. In den NCTC-shAHR Zellen betrug die 

AHR-Transkriptmenge noch ca. 25% im Vergleich zu den AHR-profizienten Zellen. Der AHR-

knockdown führte demnach zur erwünschten, signifikanten Hemmung der AHR-Expression. 

In früheren Untersuchungen wurde bereits gezeigt, dass eine UVB-Einwirkung in 

Keratinozyten zu der Bildung des Tryptophan FICZ führt. FICZ ist ein hochaffiner AHR-Ligand. 

Nach Bindung an den Rezeptor erfolgt eine Translokation in den Zellkern und eine 

nachfolgende Dimerisierung mit dem Partnermolekül ARNT. Das Heterodimer bindet an 

spezifische Elemente (XRE) in der Promotorregion von Zielgenen. Das klassische Zielgen ist 

CYP1A1, welches gleichzeitig auch als das Markergen für die AHR-Aktivität angesehen wird 

(Fritsche et al., 2007). 

Um zu prüfen, ob dieser klassische AHR-Signalweg in dem verwendeten Zellmodell durch 

UVB-Exposition aktivierbar ist, wurde die Induktion von CYP1A1 6 Stunden nach Bestrahlung 

mit 200 J/m² UVB unter Verwendung der qRT-PCR gemessen. In den NCTC 2544 Zellen 

wurde eine über 2-fach erhöhte CYP1A1-Transkriptmenge im Vergleich zu den unbestrahlten 

Kontrollzellen gezeigt. In den stabil transfizierten NCTC-EV wurde eine ähnlich hohe 

Induktion beobachtet, während diese UVB-vermittelte CYP1A1-Induktion in den NCTC-

shAHR etwa 50% schwächer ausfiel. Die Induktion der CYP1A1-Transkription war demnach 

AHR-abhängig und in den NCTC 2544 und NCTC-EV etwa gleich stark ausgeprägt. 

Zusammenfassend lassen diese Daten den Schluss zu, dass eine UVB-Bestrahlung von AHR-

profizienten NCTC Zellen zu einer Aktivierung des klassischen Signalweges führt. Darüber 

hinaus verursachte der durch eine stabile Transfektion erreichte AHR-knockdown die 

gewünschte Hemmung des klassischen AHR-Signalweges. Eine ähnlich starke CYP1A1-

Induktion nach UVB-Einwirkung wurde auch in HaCaT Keratinozyten beobachtet. Hier wurde 

4 Stunden nach 100 J/m² UVB eine ca. 3-fach erhöhte CYP1A1-Transkriptmenge gemessen 



4 Diskussion 

68 
 

(Fritsche et al., 2007). Durch eine 8-stündige Behandlung mit 10 µM BaP, einem AHR-

Agonisten mit hoher Bindungsaffinität, konnte eine 20-fache CYP1A1-Induktion in HaCaT 

Zellen erreicht werden (Haarmann-Stemmann et al., 2010). In-vivo führte eine einmalige i.p. 

Applikation von 10 mg/kg BaP 24 Stunden später sogar zu einer ca. 6600-fachen Erhöhung 

der CYP1A1-Transkription in der Rattenleber (Harrigan et al., 2006). Aufgrund dieser Studien 

kann die CYP1A1-Induktion durch UVB-Einwirkung im Vergleich zur Wirkung des AHR-

Agonisten BaP als gering eingestuft werden. Eine mögliche Erklärung für diese Beobachtung 

könnte die geringe metabolische Stabilität von FICZ sein, da es ein affines Substrat für 

CYP1A1, CYP1A2 und CYP1B1 darstellt und innerhalb von wenigen Minuten verstoffwechselt 

wird (Wincent et al., 2009). 

Neben der beschriebenen Aktivierung des AHR/ARNT-abhängigen Signalweges kommt es 

durch die Freisetzung der Tyrosinkinase c-src nach der AHR-Ligandenbindung zur Stimulation 

des sogenannten nicht-genomischen AHR-Signalweges. c-src ist in der Lage den 

membranständigen EGFR zu aktivieren. Daraufhin wird über die Aktivierung von MAP 

Kinasen die Transkription weiterer AHR-Zielgene (z.B. COX2) induziert (Fritsche et al., 2007). 

Im Vergleich zu den unbestrahlten Kontrollzellen führte eine Bestrahlung der NCTC 2544 und 

NCTC-EV Zellen mit 200 J/m² UVB nach 6 Stunden zu einer ca. 13-fachen Induktion der COX2-

Transkription. In den NCTC-shAHR Keratinozyten wurde COX2 nur etwa 6-fach erhöht 

exprimiert. Eine UVB-Bestrahlung in AHR-profizienten NCTC Zellen führte demnach auch zur 

Aktivierung des nicht-genomischen AHR-Signalweges und der durch die stabile Transfektion 

erreichte AHR-knockdown verursachte die gewünschte Hemmung von diesem Signalweg. Da 

auch hier die Induktion der COX2-Transkription in den NCTC 2544 und NCTC-EV 

Keratinozyten etwa gleich stark war, wurden diese beiden Zelllinien hinsichtlich ihrer 

Responsivität gegenüber UVB-Strahlung als gleich bewertet. Für die nachfolgenden 

Untersuchungen wurden daher nur NCTC-EV sowie NCTC-shAHR Keratinozyten verwendet. 

In HaCaT Keratinozyten wurde mit einer ca. 5-fachen Erhöhung der Transkription 4 Stunden 

nach Bestrahlung mit 100 J/m² UVB eine etwas geringere COX2-Induktion beobachtet 

(Fritsche et al., 2007). Auch eine sechsstündige Behandlung mit dem AHR-Agonisten TCDD 

(10nM) resultierte nur in eine etwa 1,8-fache COX2-Induktion in HepG2 Zellen (Li et al., 

2010). Eine einmalige Verabreichung von 15 µg/kg TCDD an Mäusen führte zu einem ca. 3,5-

fachen Anstieg der COX2-Transkription in der Leber (Li et al., 2010). Die in dieser Arbeit 
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beobachtete 13-fache Erhöhung der COX2-Transkription nach UVB-Bestrahlung kann 

demnach im Vergleich zur Wirkung des Agonisten TCDD als eine hohe Induktion eingestuft 

werden. 

Da sowohl eine erhöhte CYP-Aktivität die Bildung von ROS begünstigt (Puntarulo und 

Cederbaum, 1998) als auch COX2 an UV-induzierten Entzündungsprozessen und 

Tumorentstehung beteiligt ist (Pentland et al., 1999), spielt der AHR eine wichtige Rolle in 

der UVB-Stressantwort von Keratinozyten. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit sollten 

zusätzliche UVB-induzierbare und AHR-abhängige Zielgene herausgearbeitet werden, die 

einen Einfluss auf die Entstehung und auf den Verlauf von UV-induzierten Hauterkrankungen 

haben könnten. 

 

4.1.2 AHR-abhängige mRNA-Expression von PAI-2 nach UVB-Behandlung 

PAI-2 gehört zur Superfamilie der Serin-Protease-Inhibitoren (Serpine) und hemmt vor allem 

die tumorassoziierte Protease uPA (Urokinase Plasminogen Aktivator), welche inaktives 

Plasminogen in aktives Plasmin umwandelt. PAI-2 ist in vielen Zellen und 

Gewebsflüssigkeiten weit verbreitet. Es hemmt die Proliferation von Keratinozyten und wirkt 

als Inhibitor von Proteasen, die Matrixproteine abbauen. Möglicherweise ist eine Reduktion 

der PAI-2-Expression an der Metastasierung von Tumorzellen beteiligt, da die vorhandene 

Matrix durch aktivierte Proteasen abgebaut wird, sodass die Tumorzellen ihren Standort 

verlassen können (Hibino et al., 1999).  

Eine UVB-Bestrahlung der NCTC-EV Zellen führte zu einer 5-fachen Induktion der PAI-2 

mRNA-Expression. In den AHR-defizienten Zellen wurde keine Induktion beobachtet. Diese 

Ergebnisse zeigen eindeutig, dass die Transkription von PAI-2 nach UVB-Bestrahlung AHR-

abhängig reguliert wird.  

Bereits in früheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit dem 

AHR-Agonist TCDD zu einem dosisabhängigen Anstieg der PAI-2 mRNA-Expression in 

humanen Brustkrebszellen und in Zellen des Endometriumkarzinoms führte (Dohr et al., 

1995; Jana et al., 2000). Yang zeigte eine dosisabhängige Erhöhung der PAI-2-Expression 

nach TCDD-Behandlung in humanen endometrialen Zellen, wobei die maximale 

Transkriptmenge bei einer Konzentration von 100 nM TCDD beobachtet wurde. In einem 
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mRNA-Stabilitätsassay mit Actinomycin D wurde gezeigt, dass die PAI-2-mRNA in den TCDD-

behandelten Zellen etwa zweifach stabiler war als in den Kontrollzellen, woraufhin der Autor 

eine TCDD-abhängige Regulation von PAI-2 auf posttranskriptioneller Ebene vermutete 

(Yang, 1999). Analysen der humanen PAI-2-Promotorregion enthüllten eine DNA-Sequenz, 

welche mit der XRE-Basenabfolge 5‘-GCGTG-3‘ übereinstimmte und eine Bindungsstelle für 

den AHR sein könnte (Sutter et al., 1991). Ob diese Sequenz eine aktive physiologische 

Relevanz hat, wurde bis jetzt jedoch noch nicht untersucht (Li et al., 2010). Sekine et al. 

zeigten, dass der AHR direkt die PAI-2-Expression in murinen Makrophagen reguliert, wobei 

eine Beteiligung von ARNT nicht erforderlich zu sein scheint. Im murinen PAI-2-Promotor 

wurden Bindungsstellen für NF-κB gefunden und eine ChIP-Analyse zeigte, dass die NF-κB-

Untereinheit RelA nur in Anwesenheit des AHR zum PAI-2-Promotor rekrutiert wird (Sekine 

et al., 2009). Li et al. konnten eine deutliche Erhöhung der PAI-2 mRNA-Expression bereits 

nach einer einstündigen Behandlung mit 10 nM TCDD in HepG2 Zellen zeigen. Diese sehr 

schnelle Reaktion auf die TCDD-Behandlung wurde mit der bereits erwähnten mRNA-

Stabilisierung erklärt. Die Autoren nehmen an, dass die TCDD-induzierte Erhöhung der 

mRNA-Transkriptmenge zu den späteren Zeitpunkten über den klassischen AHR-Signalweg 

reguliert wird (Li et al., 2010). Diese Vermutung würde jedoch gegen eine Studie von Dong et 

al. sprechen, in der eine Regulation von PAI-2 über den c-src-gesteuerten, nicht-

genomischen AHR-Signalweg in humanen Brustkrebszellen beschrieben wurde (Dong und 

Matsumura, 2009). Der Mechanismus der AHR-abhängigen Regulation von PAI-2 könnte 

demnach je nach Spezies und Zelltyp von unterschiedlicher Natur sein.  

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die PAI-2 mRNA-Expression in 

humanen NCTC Keratinozyten auch nach einer UVB-Bestrahlung AHR-abhängig reguliert 

wird. Welcher AHR-Signalweg verantwortlich ist oder ob noch weitere 

Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise NF-κB beteiligt sind, lässt sich zum heutigen 

Zeitpunkt nicht mit Sicherheit sagen und sollte in zukünftigen Studien aufgeklärt werden. 

PAI-2 ist als Inhibitor an einer Vielzahl von physiologischen, aber auch pathophysiologischen 

Prozessen, einschließlich Differenzierung von Keratinozyten, Inflammation und Apoptose, 

beteiligt (Kruithof et al., 1995). Es wurde gezeigt, dass PAI-2 die Apoptose in gestressten 

Zellen (z.B. durch Tumornekrosefaktor-α) hemmen kann (Jensen, 1997). So kann 

beispielsweise die anti-apoptotische Wirkung von TCDD auf gestresste Hepatozyten (Worner 
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und Schrenk, 1996) mit einer TCDD-induzierten Erhöhung der PAI-2-Expression erklärt 

werden. Eine PAI-2-Überexpression in murinen Keratinozyten resultierte in eine verstärkte 

Ausbildung von Papillomen im Vergleich zu Kontrollmäusen. Wahrscheinlich wurde dies 

durch eine Hemmung der Apoptose verursacht (Zhou et al., 2001). Die molekulare Rolle der 

AHR-abhängigen Regulation von PAI-2 in UVB-bestrahlten Keratinozyten bzw. in Sonnenlicht-

ausgesetzter Haut sollte in zukünftigen Untersuchungen aufgeklärt werden und könnte 

interessantes Wissen über die Physiologie aber auch über die Entstehung von UVB-

induzierten Hauterkrankungen hervorbringen. 

 

4.1.3 Der Einfluss des AHR auf die UVB-induzierte mRNA-Expression von IL-6 

und IL-8 

Interleukin-6 (IL-6) ist ein multifunktionelles Zytokin, welches von verschiedenen Zelltypen, 

einschließlich Tumorzellen, produziert wird und eine wichtige Rolle bei vielen biologischen 

Aktivitäten, wie Immunregulation, Hämatopoese und Krebsentstehung spielt. Über die 

Bindung an einen IL-6-Rezeptor werden Janus-aktivierte Kinasen (JAK) phosphoryliert, 

wodurch der JAK-STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription)-Signalweg 

aktiviert wird. Im Folgenden kommt es zur Translokation des Transkriptionsfaktors STAT3 in 

den Nukleus und zur Transkription von Zielgenen, welche eine Rolle bei der Apoptose, 

Proliferation und beim Überleben der Zelle spielen (Guo et al., 2012).  

Es ist bekannt, dass UVB-Strahlung zu einer schnellen Freisetzung von IL-6 in primären sowie 

in immortalisierten humanen Keratinozyten führt (Petit-Frere et al., 2000). Darüber hinaus 

wird eine Induktion der IL-6-Produktion in Keratinozyten nach UVB-Bestrahlung mit der 

lokalen und systemischen Immunantwort des Körpers auf eine intensive Einwirkung von 

Sonnenstrahlen in Verbindung gebracht (Kirnbauer et al., 1991; Urbanski et al., 1990). In 

dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die UVB-induzierte IL-6 mRNA-Expression in 

humanen NCTC Keratinozyten AHR-abhängig reguliert wird. Dabei hemmte eine 

eingeschränkte AHR-Aktivität die Induktion von IL-6.  

Bereits in einer Studie von Hennig et al. konnte demonstriert werden, dass coplanare 

polychlorierte Biphenyle (PCB), die als Agonisten des AHR wirken, in der Lage sind die IL-6-

Produktion zu induzieren (Hennig et al., 2002). Auch in einer weiteren Untersuchung wurde 
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beobachtet, dass eine Aktivierung des AHR durch TCDD in eine verstärkte IL-6-Expression in 

Brustkrebszellen resultierte (Hollingshead et al., 2008). Ebenso induzierte eine Bindung des 

endogenen Liganden Kynurensäure an den AHR die IL-6 mRNA-Expression unter 

Anwesenheit des pro-inflammatorischen IL-1β (DiNatale et al., 2010). Vicentini et al. konnten 

zeigen, dass Quercetin die UV-induzierte IL-6-Expression in Keratinozyten um 80% 

reduzieren konnte. Dieser Effekt wurde mit einer Hemmung der NF-κB-Aktivierung in 

Verbindung gebracht (Vicentini et al., 2011). Interessanterweise handelt es sich bei dem 

Flavonoid Quercetin um einen AHR-Antagonisten (Ciolino et al., 1999). Ähnliche Effekte 

wurden beim Catechin EGCG beobachtet. Diese Substanz hemmt ebenfalls die Aktivität des 

AHR (Palermo et al., 2005) und führte zu einer reduzierten NF-κB-Aktivierung sowie IL-6-

Sekretion nach UVB-Bestrahlung von humanen Keratinozyten (Luo et al., 2006; Xia et al., 

2005). Eine weitere Studie zeigte schließlich, dass der AHR mit der NF-κB-Untereinheit RelA 

im Cytoplasma und im Nukleus von humanen Lungenzellen interagieren kann. AHR und RelA 

können gemeinsam an der NF-κB-Bindungsstelle im IL-6-Promotor binden und so die 

Transkription des Zytokins induzieren (Chen et al., 2011). Eine ähnliche Assoziation zwischen 

AHR und RelA wurde auch am c-myc-Promotor in Brustkrebszellen beschrieben (Kim et al., 

2000).  

IL-6 ist ein Zytokin, welches in nahezu allen Tumoren überexprimiert wird. Es steuert in 

vielfältiger Weise die Tumorbiologie, indem es die Entwicklung, Migration, Invasion, 

Proliferation, Progression, Angiogenese, Differenzierung und Apoptose von Krebszellen 

beeinflusst (Guo et al., 2012). In Zellen von verschiedenen Plattenepithelkarzinomen wurde 

der AHR konstitutiv gebunden an den IL-6-Promotor vorgefunden, was zumindest zum Teil 

für die hohe basale und darüber hinaus leicht induzierbare IL-6-Transkription verantwortlich 

sein könnte. Wurden diese Zellen mit einem AHR-Antagonisten behandelt, löste sich der 

AHR vom IL-6-Promotor und die Transkription des Zytokins wurde unterdrückt (Dinatale et 

al., 2011). Da in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt wurde, dass auch nach UVB-

Strahlung die IL-6 mRNA-Expression AHR-abhängig reguliert wird, könnten AHR-

Antagonisten ein neuer Ansatzpunkt für die Prävention oder Behandlung von NMSC sein.  

Interleukin-8 (IL-8) ist ein pro-inflammatorisches Chemokin, welches an zwei 

membranständige G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (CXCR1 und CXCR2) bindet. Im 

Folgenden werden Phosphoinositid-3-Kinasen, Phospholipase C, Proteinkinase B, 



4 Diskussion 

73 
 

Proteinkinase C und MAP Kinasen aktiviert. Über diese Signalwege kann die Translation von 

Proteinen und die Aktivität von vielen Transkriptionsfaktoren beeinflusst werden (Waugh 

und Wilson, 2008). 

Es wurde bereits in früheren Studien beschrieben, dass eine UVB-Bestrahlung von humanen 

Keratinozyten zu einer induzierten IL-8 mRNA-Expression und IL-8-Sezernierung ins 

Zellkulturmedium führt (Grandjean-Laquerriere et al., 2002; Kondo et al., 1993; Yoshizumi et 

al., 2008). Auch in dieser Arbeit konnte eine Induktion der IL-8-Transkription 6 Stunden nach 

UVB-Einwirkung gezeigt werden. Dabei waren die Transkriptmengen in den NCTC-EV Zellen 

zwar höher, aber nicht signifikant unterschiedlich im Vergleich zu den NCTC-shAHR 

Keratinozyten. Eine eindeutige AHR-abhängige Regulation der IL-8-Transkription nach UVB-

Bestrahlung kann demnach nicht abgeleitet werden. Dagegen unterschied sich die basale IL-

8 mRNA-Expression zwischen den AHR-profizienten und AHR-defizienten NCTC 

Keratinozyten  signifikant: In den AHR-knockdown Keratinozyten war die IL-8-Transkription 

um etwa 70% reduziert. Der AHR scheint demnach an der basalen Regulation von IL-8 in 

NCTC Keratinozyten beteiligt zu sein. Auch in unbehandelten AHR-defizienten HaCaT 

Keratinozyten wurde eine veränderte IL-8-Proteinmenge im Überstand festgestellt, 

allerdings war diese im Vergleich zu AHR-profizienten HaCaT Zellen ca. 5-fach erhöht (Kalmes 

et al., 2011). Demnach scheint es bereits Unterschiede in der AHR-abhängigen IL-8-

Regulation zwischen den beiden Zelltypen NCTC und HaCaT zu geben. Der AHR-abhängige 

Unterschied in der basalen IL-8-Expression deutet auf einen konstitutiv aktiven AHR in 

diesen Zellen hin. Dass der Rezeptor auch konstitutiv, d.h. ohne Einwirkung eines exogenen 

Liganden oder Stimulus, aktiv sein kann, wurde bereits in vorangegangenen Studien 

beschrieben. So zeigten HaCaT Zellen und primäre Keratinozyten eine basale CYP1A1-

Expression, welches als das Markergen für die AHR-Aktivität gilt (Fritsche et al., 2007; Katiyar 

et al., 2000). Auch für die in dieser Arbeit verwendeten NCTC Keratinozyten wurde eine 

basale CYP1A1-Transkription beobachtet. Eine konstitutiv aktive Form des AHR wurde 

mittlerweile in vielen weiteren Zelltypen vorgefunden und kann eventuell auf die Aktivität 

endogener Liganden zurückgeführt werden (Hahn et al., 2009; Nebert und Karp, 2008; 

Oesch-Bartlomowicz et al., 2005). 

Dass der AHR einen Einfluss auf die IL-8-Expression hat, zeigen bereits mehrere Studien. So 

modulierten verschiedene pflanzliche Polyphenole, einschließlich Resveratrol und Quercetin, 
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die Transkription und Proteinfreisetzung von IL-8 über den AHR-Signalweg (Potapovich et al., 

2011). Ebenso führte BaP zu einer IL-8-Induktion in primären humanen Makrophagen und 

Keratinozyten, welche nach einem AHR-knockdown reduziert war (Podechard et al., 2008; 

Tsuji et al., 2011). Eine Studie von Vogel et al. zeigte, dass nach TCDD-Behandlung von 

humanen Makrophagen die NF-κB-Untereinheit RelB mit dem AHR physikalisch interagiert, 

an RelB/AHR-Erkennungsstellen im IL-8-Promotor bindet und so die IL-8-Transkription 

induziert (Vogel et al., 2007). In dieser Arbeit konnte nach UVB-Bestrahlung keine eindeutige 

AHR-abhängige IL-8-Transkription gezeigt werden. Hier können zelltypspezifische 

Unterschiede eine Rolle spielen. Darüber hinaus unterscheidet sich UVB-Strahlung in ihrer 

molekularen Wirkung von anderen AHR-Liganden wie BaP oder TCDD. Dass im IL-8-Promotor 

noch weitere Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren, wie AP-1 (Aktivator Protein-1) und 

Oct-1, identifiziert wurden, die an der transkriptionellen Kontrolle des IL-8-Gens beteiligt 

sind (Mukaida et al., 1990; Wu et al., 1997), darf ebenso nicht außer Acht gelassen werden. 

IL-8 beeinflusst in vielfältiger Weise die Tumorbiologie. Beispielsweise wird über autokrine 

Sekretion die Proliferation und das Überleben von Tumorzellen gefördert. Von den 

Tumorzellen sekretiertes IL-8 aktiviert Endothelzellen und hat so einen induzierenden 

Einfluss auf Angiogenese. Es führt zur Infiltration von Neutrophilen und fördert die Migration 

von Zellen (Waugh und Wilson, 2008). Aufgrund dieser multiplen Effekte von IL-8 kann es als 

Angriffspunkt für die Behandlung von Tumorerkrankungen dienen. Kenntnisse über die 

molekulare Regulation von diesem Zytokin, z.B. über den AHR, könnten die 

chemotherapeutischen Ansätze weiter verbessern. 

 

 

 

 

 

 

 



4 Diskussion 

75 
 

4.2 Identifizierung einer neuen E2F1-CHK1-vermittelten, anti-

apoptotischen Funktion des AHR in NCTC Keratinozyten 

Der programmierte Zelltod stellt einen entscheidenden Faktor bei der Entstehung und beim 

Verlauf der Kanzerogenese dar. Eine verstärkte Induktion der UVB-induzierten Apoptose 

könnte daher einen positiven Einfluss auf Prävention und Behandlung von NMSC haben. In 

diesem Kontext sollte die Rolle des AHR in der UVB-induzierten Apoptose in humanen 

Keratinozyten aufgeklärt werden. In der Literatur wird der Einfluss des AHR auf die Apoptose 

recht kontrovers diskutiert. So wurde einerseits eine erhöhte Apoptoserate nach TGF-β 

Stimulation in AHR-defizienten Hepatozyten beobachtet (Zaher et al., 1998). Andererseits 

wurde eine pro-apoptotische Rolle des AHR beim Fas-mediiertem programmierten Zelltod in 

Hepatozyten beschrieben (Park et al., 2005). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eine 

shRNA-vermittelte oder chemische Hemmung der AHR-Aktivität eine erhöhte UVB-

induzierte Apoptoserate in Keratinozyten verursacht. In einer in-vivo Untersuchung wurde 

dargelegt, dass diese Beobachtung von physiologischer Bedeutung ist. In weiteren 

Untersuchungen wurde gezeigt, dass die anti-apoptotische Funktion des AHR über die 

Regulation der basalen Expression von E2F1 und CHK1 vermittelt werden könnte. Eine 

Übersicht über den vermuteten molekularen Mechanismus gibt Abbildung 31. 

 

 

Abbildung 31: Die anti-apoptotische Funktion des AHR in NCTC Keratinozyten wird über die basale 

Expression von E2F1 und CHK1 vermittelt.  

Der AHR induziert auf bisher unbekannte Weise die basale Expression von E2F1. E2F1 induziert die 

Expression von seinem Zielgen CHK1, welches eine bedeutende Funktion bei der Regulation von 

Kontrollpunkten im Zellzyklus besitzt. Eine hohe CHK1-Expression hemmt den programmierten 

Zelltod. AHR, Arylhydrokarbon Rezeptor; CHK1, Checkpoint Kinase 1. 
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Eine shRNA-vermittelte Hemmung des AHR in Keratinozyten führte zu einer verringerten 

Expression von E2F1. Wurde die E2F1-Expression experimentell erhöht, reduzierte sich die 

Apoptoserate nach UVB-Einwirkung. E2F1 gehört zu einer Gruppe von 

Transkriptionsfaktoren (E2F-Familie) und reguliert sowohl Zellzyklusverlauf als auch 

Apoptose. Es trägt demnach maßgeblich zur Entscheidung über das Schicksal einer Zelle über 

„Leben oder Tod“ bei (Bell und Ryan, 2004). E2F1 kann über verschiedene Wege Einfluss auf 

Apoptose ausüben. Beispielsweise kann es p53 stabilisieren und so zur Aktivierung der 

Caspase-9 führen. Studien an murinen Fibroblasten zeigten, dass der AHR die E2F1-

induzierte Apoptose hemmen kann. Dabei wurde eine mögliche Interaktion des AHR mit 

E2F1 beschrieben, welche eine E2F1-Phosphorylierung und somit eine Einleitung der 

Apoptose verhindert (Marlowe et al., 2008). In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch eine 

reduzierte E2F1-Proteinexpression mit einer erhöhten Apoptoserate in Verbindung gebracht. 

Dies spricht dagegen, dass in diesem Fall eine mögliche AHR-E2F1-Interaktion für die erhöhte 

UVB-induzierte Apoptoserate in NCTC-shAHR Zellen verantwortlich ist. Die Studie von 

Marlowe et al. zeigte weiterhin, dass die Expression des pro-apoptotischen p73 durch die 

AHR-E2F1-Interaktion beeinflusst wird (Marlowe et al., 2008). Daraufhin wurde die mRNA-

Transkription von p73 in UVB-bestrahlten NCTC-EV und NCTC-shAHR Zellen untersucht. 

Jedoch konnte in diesen Zellen keine AHR-abhängige p73 mRNA-Expression festgestellt 

werden. Zudem konnte eine Beteiligung des AHR an der Transkription von dem p73-Zielgen 

Bax in den NCTC Zellen ausgeschlossen werden, obwohl die Regulation von diesem pro-

apoptotischen Protein in murinen Oozyten bereits als AHR-abhängig beschrieben wurde 

(Matikainen et al., 2001). Auch diese Ergebnisse sprechen dagegen, dass eine Interaktion 

zwischen AHR und E2F1 und nachfolgender Regulation von p73 an der erhöhten UVB-

induzierten Apoptose in den AHR-knockdown NCTC Keratinozyten beteiligt ist.  

Eine Hemmung der E2F1-Expression bzw. Aktivität erhöhte die Apoptoserate in vielen 

Zelltypen (Ghosh et al., 2005; Spyridopoulos et al., 1998; Zheng et al., 2009). Eine UVB-

Bestrahlung von E2F1-knockout Mäusen führte zu einer gesteigerten Anzahl an 

apoptotischen Keratinozyten. Und eine gezielte Überexpression von E2F1 in der Epidermis 

reduzierte die Apoptose (Wikonkal et al., 2003). In einer Studie von Watabe et al. wurde eine 

E2F1-abhängige Transkription von PCNA beschrieben, bei der der AHR als Kofaktor diente 

(Watabe et al., 2010). PCNA ist an der Regulation des Zellzyklus beteiligt und beeinflusst die 

Apoptose (Strzalka und Ziemienowicz, 2011). Da jedoch die PCNA-Transkriptmengen in 
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unbehandelten sowie UVB-bestrahlten NCTC-EV und NCTC-shAHR Zellen unverändert 

blieben, ist eine AHR-abhängige Regulation von PCNA und die Beteiligung von PCNA an der 

erhöhten UVB-induzierten Apoptose in den AHR-defizienten Zellen unwahrscheinlich. 

Die reduzierte E2F1-Expression in den NCTC-shAHR Keratinozyten resultierte in eine 

verringerte mRNA- und Proteinexpression von CHK1. Eine Überexpression von E2F1 erhöhte 

wiederrum die CHK1-Proteinexpression. Eine Aktivierung des AHR-Signalweges durch den 

Liganden BaP hatte dagegen keinen Einfluss auf die CHK1-Transkription. Somit scheint die 

CHK1-Expression nicht direkt durch den AHR reguliert zu sein. Diese Beobachtungen 

zusammen mit den Angaben in der Literatur (Carrassa et al., 2003) lassen den Schluss zu, 

dass CHK1 direkt durch E2F1 in den NCTC Keratinozyten reguliert wird. CHK1 (Checkpoint 

Kinase 1) ist eine Serin/Threonin Protein Kinase und reguliert G2/M- und S-Phase 

Kontrollpunkte (Checkpoints) des Zellzyklus. Sie wird zellzyklusabhängig in der S- und G2- 

Phase von proliferierenden Zellen exprimiert. Nach einem DNA-Schaden (z.B. UV-induziert) 

wird CHK1 durch Phosphorylierungen an Position Ser345 und Ser317 aktiviert. CHK1 selber 

phosphoryliert im Folgenden eine Vielzahl weiterer Proteine, wie die Phosphatase CDC25A. 

CDC25A wird im phosphoryliertem Status degradiert und kann somit nicht mehr die Cyclin-

abhängige Kinasen (cyclin-dependent kinases, CDK) 1 und 2 dephosphorylieren und damit 

aktivieren. Die Zelle arretiert schließlich in der S- und G2-Phase. CHK1 kann ebenso CDC25C 

phosphorylieren, was einen G2-Phase Arrest zur Folge hat (Zhou und Bartek, 2004). Dass 

CHK1 ebenso einen Einfluss auf die Apoptose hat, zeigt eine erst kürzlich veröffentlichte 

Studie. So führte eine Hemmung der CHK1-Expression bzw. -Aktivität p53-unabhängig zu 

einer erhöhten Apoptoserate in UVB-bestrahlten primären Keratinozyten (Heffernan et al., 

2009). Auch in der vorliegenden Arbeit könnte die reduzierte CHK1-Expression in den NCTC-

shAHR Keratinozyten für die verstärkte UVB-induzierte Apoptose verantwortlich sein. 

Unterstützt wird diese Vermutung mit der Beobachtung, dass eine experimentelle 

Überexpression von CHK1 die Apoptoserate in den AHR-knockdown Zellen wieder 

reduzierte.  

Eine Erhöhung der Apoptose nach Behandlung mit genotoxischen Substanzen wurde in 

vielen Tumorzelllinien durch eine Hemmung der CHK1-Expression erzielt (Brazelle et al., 

2010; Cho et al., 2005; Luo et al., 2001; Tse et al., 2007; Tu et al., 2011; Xiao et al., 2003). 

Auch in-vivo führte eine CHK1-Hemmung zu einer verstärkten Eliminierung von Tumorzellen 
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nach Behandlung mit der genotoxischen Substanz 5-Fluorouracil (Ganzinelli et al., 2008). 

Darüber hinaus verstärkte eine topische Anwendung UVB-bestrahlter Mäusehaut mit 

Koffein, ein Inhibitor der CHK1-Aktivität, die Beseitigung von DNA-geschädigten 

Keratinozyten (Koo et al., 2007; Lu et al., 2002a). All diese Literaturangaben untermauern die 

Hypothese, dass die reduzierte CHK1-Expression in den NCTC-shAHR Zellen für die verstärkte 

UVB-induzierte Apoptose verantwortlich ist. 

 

4.3 AHR-abhängige Regulation des Transkriptionsfaktors E2F1 

In den NCTC-shAHR Zellen wurde im Vergleich zu den AHR-profizienten Keratinozyten eine 

Reduktion sowohl der E2F1-Proteinexpression als auch der E2F1-Promotoraktivität 

beobachtet. Vergleichbare Ergebnisse zeigt eine Studie mit AHR-knockout Mäusen. Hier 

wurde ebenfalls eine reduzierte E2F1-Expression in der Leber vorgefunden (Fan et al., 2010).  

Eine Behandlung der AHR-profizienten Keratinozyten mit dem Agonisten BaP führte zu 

keiner Veränderung der E2F1-Promotoraktivität. Dies deutet darauf hin, dass E2F1 nicht zu 

den XRE-abhängigen Zielgenen des AHR gehört. Auch eine Hemmung des nicht-genomischen 

Signalweges durch den src-Inhibitor PP2 und den Mek-Inhibitor PD98059 hatte keinen Effekt 

auf die Promotoraktivität. Somit wird E2F1 auch nicht über diesen Teil des AHR-Signalweges 

reguliert. Die E2F1-Promotorregion enthält putative Bindungsstellen für die 

Transkriptionsfaktoren NF-κB und Sp1 (Neuman et al., 1994). Bei beiden Molekülen ist 

beschrieben, dass sie mit dem AHR interagieren und so die Genexpression modulieren 

können (Kim et al., 2000; Vogel et al., 2007; Wang et al., 1999). Jedoch führte weder eine 

Stimulation sowie Hemmung von NF-κB noch eine Inhibierung von Sp1 zu einer signifikanten 

Veränderung der E2F1-Promotoraktivität. Daher kann in diesem Fall eine NF-κB- oder Sp1-

abhängige Regulation von E2F1 ausgeschlossen werden. Eine weitere Bindungsstelle im 

E2F1-Promotor erkennt den Transkriptionsfaktor ATF (Neuman et al., 1994). Die cAMP-

abhängige PKA aktiviert ATF (Rehfuss et al., 1991) und es wurde gezeigt, dass sie zudem die 

AHR-Aktivität beeinflusst (Oesch-Bartlomowicz und Oesch, 2009). Eine Hemmung der PKA-

Aktivität führte in dieser Arbeit jedoch nicht zu einer signifikanten Veränderung der E2F1-

Promotoraktivität, was eine Beteiligung von ATF ausschließt.  
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Die Transkription von E2F1 kann zusätzlich durch die Bindung von Proteinen der E2F-Familie 

auto-reguliert werden (Neuman et al., 1994). Das Retinoblastom-Protein (Rb) spielt bei der 

Regulation der E2F-Aktivität eine wichtige Rolle. Bildet es mit E2F einen Komplex, hemmt es 

dessen Aktivität als Transkriptionsfaktor. Die Regulation der E2F1-Transkription ist äußerst 

wichtig für eine normale und kontrollierte Zellproliferation. So führt beispielsweise ein 

Anstieg der E2F1-Expression zu einem Übergang der Zelle in die S-Phase. Abhängig vom Rb-

verursachten Aktivitätsstatus von E2F kann die Transkription von E2F1 induziert oder 

gehemmt werden. Rb wird durch CDK, insbesondere CDK2, reguliert. Nach einer 

Phosphorylierung von Rb zerfällt der Rb/E2F-Komplex und E2F wird als Transkriptionsfaktor 

aktiv. So kann eine Akkumulation von E2F1 in der G1-Phase erreicht und ein Übergang in die 

S-Phase eingeleitet werden (Johnson et al., 1994). Der natürliche CDK2-Inhibitor p27KIP1 

sichert das korrekte Timing der CDK2-Aktivität im Verlauf des Zellzyklus (Lee und Kim, 2009). 

Eine erhöhte p27KIP1-Aktivität hemmt die Phosphorylierung von Rb. Dadurch befindet sich 

vermehrt E2F, gebunden an Rb, im inaktiven Status vor und eine Akkumulation von E2F1 

wird verhindert. 

In dieser Arbeit führte eine Hemmung der CDK2-Aktivität durch Behandlung mit Roscovitin 

zu einer deutlichen Reduktion der E2F1-Promotoraktivität in den AHR-profizienten 

Keratinozyten. Zudem wurde in NCTC-shAHR und in MNF-behandelten NCTC-EV Zellen eine 

reduzierte Proliferationsrate gezeigt. Beide Beobachtungen deuten auf eine reduzierte 

CDK2-Aktivität in den NCTC-shAHR Zellen hin. In Übereinstimmung mit dieser Vermutung 

wurde in den AHR-defizienten Zellen eine erhöhte Expression des endogenen CDK2-Inhibitor 

p27KIP1 gemessen. Bei der Expression des Inhibitors p21CIP1 ergaben sich keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den NCTC-EV und NCTC-shAHR Keratinozyten.  

Im Gegensatz zu einer früheren Studie, in der Dioxin die p27KIP1-Expression AHR-abhängig 

induzierte (Kolluri et al., 1999), wurde kürzlich ebenfalls eine erhöhte basale Expression vom 

CDK2-Inhibitor in AHR-defizienten HaCaT Keratinozyten und Medulloblastomzellen gezeigt 

(Dever und Opanashuk, 2012; Kalmes et al., 2011). Dass der konstitutiv aktive AHR die 

Transkription seiner Zielgene nicht nur induzieren sondern auch hemmen kann, wurde 

bereits bei der Expression von c-myc (Yang et al., 2005) und Smoc2 (Liu et al., 2009) 

beobachtet. Die proliferationshemmenden und pro-apoptotischen  Eigenschaften vom AHR-

Inhibitor EGCG wurden in Übereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit bereits in 
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früheren Studien mit einer erhöhten Expression von p27KIP1 in Verbindung gebracht (Gupta 

et al., 2003; Nihal et al., 2005).  

Diese Literaturangaben zusammen mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit deuten 

darauf hin, dass der AHR an der Regulation von E2F1 beteiligt ist und dass dieser Prozess 

über die basale Expression von p27KIP1 vermittelt wird (vgl. Abbildung 32). Der genaue 

molekulare Mechanismus der AHR-abhängigen Regulation des endogenen CDK2-Inhibitors 

bleibt jedoch zunächst unbekannt. Der AHR könnte sich auf die Stabilität der p27KIP1-mRNA 

und/oder des p27KIP1-Proteins auswirken oder die Promotoraktivität des Inhibitors 

reduzieren. Alternativ könnte der AHR die Expression des Transkriptionsfaktors Hes1 

induzieren (Thomsen et al., 2004), der bereits als negativer Regulator der p27KIP1-Expression 

beschrieben wurde (Murata et al., 2005). Die Aufklärung des Regulationsmechanismus sollte 

die Aufgabe zukünftiger Studien sein. 

 

 

Abbildung 32: AHR-abhängige Regulation des Transkriptionsfaktors E2F1 in NCTC Keratinozyten. 

Die E2F1-Transkription wird über die Aktivität der E2F-Familie auto-reguliert und kann auf diese 

Weise entweder induziert oder gehemmt werden. Der AHR hemmt die Expression von p27KIP1, 

welches als ein natürlicher CDK2-Inhibitor beschrieben ist. CDK2 phosphoryliert Rb und führt so zur 

Dissoziation des E2F/Rb-Komplex. E2F in freier Form ist als Transkriptionsfaktor aktiv. AHR, 

Arylhydrokarbon Rezeptor; CDK2, Cyclin-abhängige Kinase 1; Rb, Retinoblastom-Protein; P, 

Phosphorylierung. 
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4.4 Ausblick: Der AHR als ein neuer Angriffspunkt für Chemoprävention 

und Chemosensibilisierung? 

Die Apoptose ist eine wichtige Strategie, Zellen mit geschädigter DNA zu eliminieren. Es ist 

bekannt, dass  unkontrolliertes Zellwachstum, was durch Defekte in der Zellzyklusregulation 

und im Apoptosemechanismus hervorgerufen werden kann, für die Entstehung von 

Krebserkrankungen, einschließlich Hautkrebs, verantwortlich ist. Eine Induktion der 

Apoptose kann die Beseitigung der geschädigten Zellen erhöhen und damit die Initiation der 

Krebsentstehung hemmen (Chemoprävention). Außerdem kann die Apoptoseresistenz von 

bereits mutierten Tumorzellen überbrückt werden (Chemosensibilisierung) (Johnstone et al., 

2002).  

Dass der AHR Tumor-relevante Prozesse beeinflusst und damit eine wichtige 

pathophysiologische Rolle in der Tumorbiologie spielt, ist schon länger bekannt. So sind 

beispielsweise AHR-defiziente Mäuse vor der Kanzerogenität von PAKs geschützt (Nakatsuru 

et al., 2004; Shimizu et al., 2000). Eine Überexpression des AHR induziert dagegen die 

Kanzerogenese in diversen Organen (Andersson et al., 2002; Moennikes et al., 2004). In 

vielen Krebsarten wird eine erhöhte AHR-Expression vorgefunden (Hayashibara et al., 2003; 

Koliopanos et al., 2002; Pinpin et al., 2003; Schlezinger et al., 2006). Und erst kürzlich wurde 

eine konstant hohe AHR-Aktivität aufgrund eines endogenen Liganden in humanen 

Hirntumoren beobachtet (Opitz et al., 2011).  

An NMSC, wie Basalzellkarzinom und Plattenepithelkarzinom, erkranken in Deutschland 

jährlich 198.000 Menschen (Deutsche Krebshilfe e.V., 2012). Für eine primäre Prävention 

dieser UV-induzierten Erkrankung wurde sich um eine Aufklärung über die schädlichen 

Effekte der im Sonnenlicht enthaltenden UV-Strahlung, über die Notwendigkeit übermäßiges 

Sonnenbaden zu vermeiden und über die Benutzung von Sonnenschutzmitteln bemüht. 

Jedoch stoßen diese Präventionsstrategien an ihre Grenzen und neue Ansatzpunkte sind 

erforderlich, um die Entstehung von UV-induzierten Hauterkrankungen zu verhindern. Eine 

solche Vorgehensweise wäre die Chemoprävention, welche die Entstehung der Erkrankung 

durch die topische oder orale Verabreichung von nicht-toxischen Verbindungen komplett 

vermeidet oder verlangsamt (Afaq et al., 2005). 

In einem SKH-1 hairless Mausmodell, mit hohem Risiko für die Ausbildung von Hauttumoren, 

wurde von Aziz et al. die chemopräventive Wirkung von Resveratrol untersucht. Dabei 
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wurden die Mäuse entweder 30 Minuten vor oder 5 Minuten nach einer UVB-Bestrahlung 

mit dem AHR-Antagonisten topisch behandelt. Es wurde über einen Zeitraum von 28 

Wochen zweimal pro Woche bestrahlt und 24 Stunden nach der letzten Bestrahlungseinheit 

wurden die Mäuse für die Untersuchungen getötet. Resveratrol führte zu einer signifikant 

reduzierten Tumorinzidenz und zu einem verzögerten Auftreten der Tumore. Dabei war es 

egal, ob die Mäuse vor oder nach der Bestrahlung mit dem AHR-Antagonisten behandelt 

wurden, somit konnte eine Absorption der Strahlen durch Resveratrol (Sonnenschutz Effekt) 

ausgeschlossen werden (Aziz et al., 2005). Ein ähnliches Ergebnis wurde bei lokaler 

Anwendung von Apigenin, ebenfalls ein AHR-Antagonist, beobachtet (Amakura et al., 2003; 

Birt et al., 1997). Unter Berücksichtigung, dass Koffein die CHK1-Aktivität hemmt, ist der 

epidemiologische Zusammenhang zwischen hohem Konsum von koffeinhaltigen Getränken 

und niedriger NMSC-Rate äußerst interessant (Abel et al., 2007; Hakim et al., 2000; Jacobsen 

et al., 1986; Rees et al., 2007). In einer Studie von Lu et al. wurden die chemopräventiven 

Effekte von Koffein bzw. koffeinhaltigen Getränken bei UV-Bestrahlung von SKH-1 hairless 

Mäusen auf eine Erhöhung der Anzahl an apoptotischen sunburn cells zurückgeführt (Lu et 

al., 2000). Die in dieser Arbeit beobachtete AHR-vermittelte CHK1-Inhibierung könnte ein 

ähnliches chemopräventives Potential entfalten. Da AHR-defiziente NCTC Keratinozyten eine 

erhöhte UVB-induzierte Apoptoserate aufweisen, könnte eine transiente Hemmung des 

AHR, besonders zu Zeiten hoher UV-Exposition, hinsichtlich der NMSC-Prävention von Vorteil 

sein. 

E2F1 und CHK1 sind bereits wichtige und gebräuchliche Zielstrukturen in der Tumortherapie, 

um die Zytotoxizität von genotoxischen Chemotherapeutika zu erhöhen (Bartek und Lukas, 

2003; Bell und Ryan, 2004; Zhou und Bartek, 2004). Da eine Hemmung des AHR zur 

reduzierten E2F1- und CHK1-Expression in NCTC Keratinozyten führte, könnte dieser 

Transkriptionsfaktor nun ein neuer Angriffspunkt sein, um Tumorzellen verstärkt zu 

eliminieren. Diese Hypothese wird durch eine Kanzerogenese-Studie in Mäusen unterstützt. 

Bei dieser Untersuchung von Lu et al. wurden SKH-1 hairless Mäuse zweimal pro Woche für 

20 Wochen mit UVB bestrahlt. Die SKH-1 hairless Mäuse haben nach dieser 

Bestrahlungsepisode ein sehr hohes Risiko, einen Hauttumor zu entwickeln. Im Folgenden 

wurden die Mäuse mit Koffein oder EGCG für weitere 18 Wochen behandelt. Sowohl der 

CHK1-Inhibitor Koffein als auch der AHR-Inhibitor EGCG erhöhten signifikant die Anzahl an 

apoptotischen Zellen in den Hauttumoren. In tumorfreien Hautbereichen wurde dagegen 
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kein Effekt auf die Apoptose beobachtet (Lu et al., 2002b). Eine besonders hohe 

Transkription von E2F1 und CHK1 wurde in gering differenzierten, malignen Brustkrebszellen 

gemessen (Verlinden et al., 2007). Ebenso wurde eine hohes Niveau an konstitutiv aktivem 

AHR in Tumorzellen der Brustdrüse beobachtet (Schlezinger et al., 2006). Weiterhin führte 

eine Überexpression des AHR zur malignen Transformation von humanen epithelialen 

Brustzellen (Brooks und Eltom, 2011) und der AHR begünstigte zusätzlich eine Tamoxifen-

Resistenz von Brustkrebszellen (Dubrovska et al., 2012). In einer klinischen Studie an 

Lungenkrebspatienten korrelierte eine erhöhte p27KIP1-Expression mit einem guten Erfolg 

einer Platin-basierten Chemotherapie (Oshita et al., 2000). Ein, wie in der vorliegenden 

Arbeit beobachteter, p27KIP1-vermittelter Effekt auf die E2F1-Transkription, könnte in dieser 

Studie zu den positiven Auswirkungen auf den Behandlungserfolg beigetragen haben. 

All diese Beobachtungen zeigen, dass die in dieser Arbeit identifizierte AHR-E2F1-CHK1-

Verbindung eine wichtige Rolle für das Überleben und die Progression von Tumorzellen 

spielen könnte. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher der Einfluss des AHR auf die 

chemotherapeutische Wirkung von 5-FU bei der epithelialen Tumorzelllinie A431 untersucht. 

5-FU wird aufgrund seiner strukturellen Ähnlichkeit mit den Pyrimidinbasen in die DNA und 

RNA eingebaut. Es hemmt die Thymidylat-Synthase, welche essentiell für die DNA-Synthese 

ist. Aufgrund einer unterbrochenen Proteinsynthese kommt es schließlich zum Tod der Zelle. 

Diese Wirkungen sind besonders deutlich in atypischen und schnell proliferierenden Zellen 

und scheinen hauptsächlich für die chemotherapeutischen Effekte des 5-FU verantwortlich 

zu sein (Desai et al., 2012; Goette, 1981). Wurde in der vorliegenden Arbeit bei der 

Behandlung der A431 Zellen mit 5-FU gleichzeitig die AHR-Aktivität durch MNF inhibiert, 

konnte eine höhere Apoptoserate erreicht werden, als durch die 5-FU-Behandlung allein. 

Eine Hemmung des AHR-Signalweges scheint daher von Vorteil zu sein, um die Effektivität 

des Chemotherapeutikums zu erhöhen. Diese Beobachtung könnte zur Entwicklung von 

neuen Behandlungsstrategien bei NMSC beitragen. In zukünftigen Untersuchungen sollte die 

Wirkung weiterer AHR-Antagonisten auf das Überleben von Tumorzellen unter 

genotoxischem Stress charakterisiert werden. Weiterhin sollte sich eine in-vivo 

Kanzerogenese-Studie anschließen, um die physiologische Relevanz zu bestätigen. 

Erwähnenswert ist, dass sowohl in Melanozyten als auch in Melanom-Zellen ein 

funktioneller AHR-Signalweg beschrieben wurde (Jux et al., 2011; Luecke et al., 2010; 

https://www.google.de/search?hl=de&client=firefox-a&hs=Y6E&rls=org.mozilla:en-US:official&sa=X&ei=825wULqCL4rTtAaIyYDYCQ&spell=1&q=epithelial&ved=0CCEQvwUoAA&biw=1600&bih=736
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O'Donnell et al., 2012). Es wäre daher interessant zu prüfen, ob die in dieser Arbeit 

identifizierte anti-apoptotische Funktion des AHR auch für die Entstehung von malignen 

Melanomen von Bedeutung sein könnte. 
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