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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Haut stellt die duBBere Barriere unseres Korpers dar und ist regelméfig einer Vielzahl
umweltbedingter Stressfaktoren, wie ultravioletter (UV) Strahlung, ausgesetzt. Die
UV-Strahlung, die auf unsere Korperoberfliche einwirkt, umfasst den Wellenldngenbereich
von 280-400 nm und wird in die Bereiche UVA (315-400 nm) und UVB (280-315 nm)
untergliedert. Die UVA-Photonen penetrieren tief in die Haut und erreichen sogar dermale
Fibroblasten. Durch Generierung von oxidativem Stress werden diese geschadigt, wodurch
es zu vorzeitigen Alterungsprozessen der Haut kommen kann. Die kurzwelligere
UVB-Strahlung wird von makromolekularen Strukturen der epidermalen Keratinozyten,
insbesondere der Desoxyribonukleinsdure (DNA), absorbiert, wodurch das Erbgut

geschddigt und schlieBlich Krebserkrankungen der Haut induziert werden konnen.

Der Arylhydrocarbon-Rezeptor (AHR), ein Liganden-aktivierter Transkriptionsfaktor,
wurde als einer der wichtigsten Mediatoren der kutanen UVB-Stressantwort identifiziert.
Der AHR wird durch das Tryptophan-Photoprodukt 6-Formylindol[3,2b]carbazol (FICZ)
aktiviert, welches im Zytosol von UVB-exponierten Keratinozyten entsteht. Eine
Inhibierung des kutanen AHR-Signalweges fiihrt zu einer Verringerung der
UVB-induzierten Expression pro-inflammatorischer Enzyme, steigert die UVB-induzierte
Apoptose, reduziert die UVB-induzierte Immunsuppression und hemmt somit die
Photokarzinogenese. Daher wird eine transiente Hemmung des AHR weithin als eine
geeignete Strategie betrachtet, die Haut vor der schidigenden Wirkung der UVB-Strahlung
zu schiitzen. Interessanterweise wurde das Tryptophan-Photoprodukt FICZ als ein potenter
Photosensibilisator fiir UVA-Strahlung identifiziert. Eine UVA-Bestrahlung FICZ-
behandelter Keratinozyten resultierte in einer vermehrten Entstehung von reaktiven
Sauerstoffspezies, oxidativen DNA-Schiden und programmiertem Zelltod (Apoptose). Die
Tatsache, dass UVB-Strahlung bzw. FICZ die Expression von Cytochrom P450 (CYP) 1A1
induziert, welches hauptsichlich fiir den schnellen Abbau des Tryptophan-Photoprodukts
verantwortlich ist, impliziert, dass eine Modulation der AHR-Aktivitit einen direkten
Einfluss auf die UV A-induzierte Phototoxizitdt von FICZ hat. In der Tat konnte im Rahmen
dieser Arbeit bestitigt werden, dass eine Inhibierung des AHR zu einer gesteigerten
UVA-induzierten Apoptose fiihrt, wohingegen eine Exposition mit einem AHR-Agonisten
und einer daraus gesteigerten CYP1A1 Expression, die Zellen vor den schidlichen
Wirkungen der FICZ/UVA-Behandlung schiitzt. So zeigen die Befunde, dass die

phototoxischen Therapeutika Vemurafenib und Ketoconazol moglicherweise ihre
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photosensibilisierenden Eigenschaften durch eine Inhibierung des AHR und einer damit
einhergehenden Akkumulierung von FICZ und/oder anderen phototoxischen Molekiilen
entfalten. Die in dieser Arbeit erhobenen Befunde geben erstmalig einen Anhaltspunkt flir
die klinische Relevanz des AHR in der Entstehung von Arzneimittel-induzierten

phototoxischen Reaktionen der Haut.

Uberraschenderweise konnte im Hinblick auf eine simultane Bestrahlung gezeigt werden,
dass UVA-Strahlung die durch UVB-Strahlung induzierten DNA-Schiden (in vitro und in
vivo) und die Apoptose (in vitro) hemmte. Diese Daten liefern somit erste Hinweise, die
dazu beitragen konnten, das Konzept der Photoprotektion der menschlichen Haut zu

tiberdenken und damit zu verbessern.
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Summary

Summary

The skin is the external barrier of our body and is regularly exposed to a variety of
environmental stress factors such as ultraviolet (UV) radiation. The UV radiation that affects
our body's surface covers the wavelength range of 280-400 nm and is divided into UVA
(315-400 nm) and UVB (280-315 nm). The UVA photons penetrate deep into the skin and
even reach dermal fibroblasts. By generating oxidative stress, fibroblasts are damaged,
which can lead to premature aging of the skin. The shorter-wave UVB radiation is absorbed
by macromolecular structures of the epidermal keratinocytes, in particular the
deoxyribonucleic acid (DNA), which can damage the genetic material and eventually induce

skin cancer.

The arylhydrocarbon receptor (AHR), a ligand-activated transcription factor, has been
identified as one of the major mediators of the cutaneous UVB stress response. The AHR 1is
activated by the tryptophan photoproduct 6-formylindolo[3,2b]carbazol (FICZ), which is
produced in the cytosol of UVB-exposed keratinocytes. Inhibition of the cutaneous AHR
signaling pathway leads to a decrease in UVB-induced expression of pro-inflammatory
enzymes, increases UVB-induced apoptosis, reduces UVB-induced immunosuppression and
thus inhibits photocarcinogenesis. Therefore, transient inhibition of AHR is widely regarded
as an appropriate strategy to protect the skin from the damaging effects of UVB radiation.
Interestingly, the tryptophan photoproduct FICZ has been identified as a potent
photosensitizer for UVA radiation. UVA irradiation of FICZ-treated keratinocytes resulted
in increased formation of reactive oxygen species, oxidative DNA damage and programmed
cell death (apoptosis). The fact that UVB irradiation or FICZ induces the expression of
cytochrome P450 (CYP) 1A1, which is mainly responsible for the rapid degradation of the
tryptophan photoproduct, implies that a modulation of the AHR activity has a direct effect
on the UV A-induced phototoxicity of FICZ. In fact, this work confirmed that inhibition of
AHR leads to increased UV A-induced apoptosis, whereas exposure to an AHR agonist and
consequent increased CYP1A1 expression protects cells from the adverse effects of
FICZ/UVA treatment. Thus, the findings show that the phototoxic therapeutics vemurafenib
and ketoconazole may possibly develop their photosensitizing properties by inhibition of
AHR and a consequent accumulation of FICZ and/or other phototoxic molecules. The results
obtained in this study provide for the first time an evidence of the clinical relevance of AHR

in the development of drug-induced phototoxic skin reactions.
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Summary

Surprisingly, with regard to simultaneous irradiation, it was shown that UVA radiation
inhibited UVB-induced DNA damage (in vitro and in vivo) and apoptosis (in vitro). These
data thus provide first indications that could help to rethink and even improve the concept

of photoprotection of human skin.
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1. Einleitung

1.1. Die Haut

Die Haut ist das groflte menschliche Organ und stellt die dullere Barriere unseres Korpers
dar. Aus diesem Grund ist die Haut permanent physikalischen und chemischen
Stressfaktoren sowie pathogenen Mikroorganismen ausgesetzt. Eine ihrer Hauptfunktionen
liegt daher im Schutz der inneren Organe vor dufleren Einflussfaktoren, der Verhinderung
des unkontrollierten Wasserverlusts und der Regulation der Kérperwarme. Die Haut besteht
aus Bindegewebe, hornbildenden Zellen, Adnexen, Nerven, Zellen des Immunsystems und
Gefdflen. Dabei wird sie im Wesentlichen in drei Schichten eingeteilt: die Epidermis
(Oberhaut), die Dermis (Lederhaut) und die Subkutis (Unterhaut) (Rassner und Steinert,
2009; Sterry und Czaika, 2011). Die Epidermis ist das dullere Kompartiment, welches
staindig mit der Auflenwelt in Kontakt steht und besteht aus mehreren Schichten von
Keratinozyten (90 %) sowie den Melanozyten (5 %) und den Immunzellen (Schaefer und
Redelmeier, 1996; Jain, 2012). Die in dieser Arbeit im Fokus stehenden Keratinozyten
werden in der untersten Schicht der Epidermis, der sogenannten Basalzellschicht (Stratum
basale), aus epidermalen Stammzellen gebildet (Janes et al., 2002). Auf ihrem Weg zur
oberen, epidermalen Schicht, der Hornschicht (Stratum corneum), differenzieren die

Keratinozyten zu toten Korneozyten aus.
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Haut
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Die Entstehung des Plattenepithels der Epidermis basiert daher auf unterschiedlichen
Differenzierungsstadien einer einzigen Zellpopulation, den Keratinozyten. Wahrend dieses
Differenzierungsprozesses kommt es zu einer vermehrten Bildung und schlussendlich zu
einer Aggregation von Keratinfilamenten (Keratinisierung). Die Keratinisierung bildet
zusammen mit der Synthese weiterer Proteine (u.a. Filaggrin, Involucrin und Loricrin) eine
nahezu unloslich verhornte Hiille, den Cornified Envelope, welches wiederum in eine
intrazelluldre Lipidmatrix eingebettet ist, bestehend aus Ceramiden, Cholesterol und freien
Fettsduren (Matoltsy und Balsamo, 1955; Steven und Steinert, 1994; Simon et al., 1996;
Proksch et al., 2008). Die Regenerationsfahigkeit der Epidermis stellt somit eine wichtige
Funktion der Haut dar, fiir deren Entstehung und Erneuerung ein komplex reguliertes
Differenzierungsprogramm erforderlich ist (Eckert und Rorke, 1989; Fuchs, 1994; Sutter et
al., 2011). In der Epidermis, im Stratum basale, befinden sich zudem die pigmentbildenden
Melanozyten, deren synthetisierter Farbstoff Melanin mitverantwortlich flir die Absorption
von UV-Strahlung ist (Brenner und Hearing, 2008). Im dariiber liegenden Stratum spinosum
stehen die Langerhans-Zellen mit den umgebenden Keratinozyten in Kontakt und tragen
zum immunologischen Schutz bei. Diese Zellen initiieren eine Immunreaktion auf
chemische Agentien, physikalische Strahlung, Viren oder Bakterien (Tang et al., 1993;
Timares et al., 2008; West und Bennett, 2017). Im dartiberliegenden Stratum granulosum
findet eine vermehrte Synthese von Proteinen und Lipiden statt, um das Stratum corneum zu
bilden. Uber die Basalmembran wird die Epidermis von der Dermis getrennt. Die Dermis
besteht aus Bindegewebe, das zumeist von den Fibroblasten gebildet wird, welche
Kollagenfasern und Proteoglykane produzieren und der Haut eine hohe ReiBfestigkeit und
Elastizitdt geben. Zusitzlich versorgen Blutgefd3e in der Dermis die gefdBlose Epidermis
iiber Diffusion mit Nahrstoffen. Dariiber hinaus befinden sich die Haarfollikel mit ihren
Talg- und SchweiBdriisen sowie die sensorischen Rezeptoren (fiir Beriihrung, Druck,
Schmerz und Temperatur) in der Dermis. Die unterhalb der Dermis lokalisierte Subkutis
besteht liberwiegend aus Fettgewebe, welches zur Wirmeisolierung und als Energiespeicher
dient. Die Subkutis bildet den Ubergang zu den darunterliegenden Muskeln und Sehnen
(Smolle, 2003; Rassner und Steinert, 2009; Sterry und Czaika, 2011).

1.2.  Ultraviolette Strahlung und die Haut

Die ultraviolette (UV)-Strahlung, das sichtbare Licht sowie die Infrarot-Strahlung sind Teil

der elektromagnetischen Strahlung des Sonnenlichtes und werden im Hinblick auf ihre
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chemischen und physikalischen Wirkungen unterteilt. Die Infrarot-Strahlung weist dabei ein
breites Wellenldngenspektrum zwischen 780 nm und 1 mm auf, wohingegen die kurzwellige
UV-Strahlung einen Bereich zwischen 100 nm und 400 nm aufweist. Die UV-Strahlung liegt
dabei unterhalb der Wellenldngen fiir sichtbares Licht und wird weiterhin in UVA- (315-400
nm), UVB- (280-315 nm) und UVC- (100-280 nm) Strahlung eingeteilt. Die UV-Strahlung
kann je nach Wellenldnge unterschiedlich tief in die menschliche Haut eindringen. Welcher
Anteil des Sonnenlichts die Erdoberfliche und somit unsere Haut erreicht, wird durch die
Erdatmosphire bestimmt. Laut Bundesamt fiir Strahlenschutz wird der grofte Anteil der
UV-Strahlung dabei durch das in der Erdatmosphire enthaltene Ozon, den Sauerstoff und
Wasserdampf absorbiert und/oder reflektiert. So erreichen lediglich 5 % der UV-Strahlung
die Erdoberflidche. Dabei machen die UV A-Strahlen mit ca. 95 % den groBten Anteil aus. Je
nach geographischer Lage und Dichte der Ozonschicht konnen jedoch mindestens 5 % der
im Sonnenlicht enthaltenen, energiereicheren UVB-Strahlen in die Haut eindringen, jedoch
keine UVC-Strahlen, da diese vollstindig von der Erdatmosphére absorbiert/reflektiert
werden. Die UVA-Strahlung kann tief in die Haut eindringen und sogar dermale
Fibroblasten erreichen, wohingegen die kurzwelligere und energiereichere UVB-Strahlung
beinahe vollstindig durch makromolekulare Strukturen epidermaler Zellen, insbesondere

der Keratinozyten, absorbiert wird (Abb. 2).
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Abbildung 2: Eindringtiefe ultravioletter Strahlung in die menschliche Haut
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Eine verstirkte Exposition gegeniiber UVB-Strahlung kann DNA-Schiden, entziindliche
Reaktionen, Apoptose und immunsuppressive Wirkungen hervorrufen und schlieBlich zur
Entstehung von Hautkrebserkrankungen wie dem kutanen Plattenepithelkarzinom beitragen
(Bowden, 2004; Krutmann et al., 2012; Elmets und Athar, 2013; Schwarz und Beissert,
2013). UVA-Strahlung ruft insbesondere im dermalen Bindegewebe oxidativen Stress
hervor, was zur Schidigung von Lipiden, Proteinen und der DNA von Fibroblasten fiihrt
und schlieBlich in vorzeitiger Hautalterung resultieren kann (Gilchrest und Krutmann, 2006;
Park et al., 2006; Battie et al., 2014). Bedingt durch die Tatsache, dass sowohl UVA- als
auch UVB-Strahlung tumorinitiierende und tumorpromovierende Eigenschaften aufweisen,
stuft die International Agency for  Research on  Cancer (IARC) der
Weltgesundheitsorganisation Strahlung dieser Wellenldngenbereiche als komplettes
Humankanzerogen (Klasse 1) ein (El Ghissassi et al., 2009). Doch obwohl bei einer
tiberméBigen Exposition mit UV-Strahlung die gesundheitlichen Nachteile iiberwiegen,
wird die Absorption von UVB-Strahlung durch 7-Dehydrocholesterol fiir die endogene
Vitamin D-Synthese und die Bildung von Melanin zum Schutz vor UV-Strahlung als positiv
und wichtig fiir den Organismus angesehen (Brenner und Hearing, 2008; Holick, 2008). Des
Weiteren tragen Phototherapien erfolgreich zur Behandlung von verschiedenen
Hauterkrankungen, wie zum Beispiel der atopischen Dermatitis (AD) und Psoriasis, bei.
Dabei kommt es zu immunmodulierenden und pro-apoptotischen Effekten, die zu einer
Eliminierung der geschidigten Zellen in der Haut fithren (Parrish und Jaenicke, 1981; van

Weelden et al., 1988; George et al., 1993; Tintle et al., 2011).

1.3.  Adverse Effekte ultravioletter B-Strahlung (UVB)

Um Wirkungen auf zelluldrer Ebene hervorrufen zu konnen, bedarf es Chromophore, die
UVB-Strahlung absorbieren und ihre physikalische in chemische Energie umwandeln
konnen. Das wichtigste Chromophor fiir UVB-Photonen stellt die DNA dar (Setlow und
Carrier, 1963; Ulitzur, 1972; Becker und Wang, 1989; Herrlich et al., 2008; Krutmann et al.,
2012). Dariiber hinaus existieren jedoch weitere molekulare Bausteine der Zelle,
beispielsweise aromatische Aminosduren, die UVB-Photonen absorbieren und so als
Mediatoren der zelluldren UVB-Antwort fungieren kénnen (Rannug et al., 1987). Der
bedeutendste adverse Effekt von UVB-Strahlung ist die Schidigung der genomischen DNA,
genauer die Bildung von mutagenen DNA-Photoprodukten, wodurch eine erste zelluldre

Stressantwort initiiert wird (Becker und Wang, 1989; Herrlich et al., 2008). Im Rahmen
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dieser DNA-Schadensantwort wird ein Arrest des Zellzyklus eingeleitet, der es der Zelle
ermoglichen soll, den Schaden durch spezialisierte DNA-Reparatursysteme zu beheben,
oder im Falle einer zu starken Schiddigung, den programmierten Zelltod (Apoptose)
einzuleiten, um den Prozess der Mutagenese zu verhindern (Herrlich et al., 1994; Eller et
al., 1997; Pavey et al., 2001; D'Errico et al., 2003; Marteijn et al., 2014; Roos et al., 2016).
Trotz der hohen Prizision zelluldirer DNA-Reparatursysteme konnen, insbesondere nach
intensiver UVB-Exposition, Fehler in der DNA-Reparatur auftreten, die nach mitotischer
Manifestierung zur Initiation einer malignen Hauterkrankung fiihren konnen. Die UVB-
induzierte Schadigung der DNA, genauer gesagt die Bildung von DNA-Photoprodukten,
stellt dariiber hinaus den wichtigsten Ausloser fiir die immunsuppressive Wirkung von
UVB-Strahlung dar (Kripke et al., 1992; Jans et al., 2006). Die Entstehung solcher
Photoprodukte erfolgt dabei liberwiegend durch eine Vernetzung von zwei im DNA-Strang
benachbarter Pyrimidinbasen und es kommt zur Bildung sogenannter Cyclobutan-
Pyrimidin-Dimere (CPD) (Becker und Wang, 1989). Die UVB-induzierte
Immunsuppression ist eine antigen-spezifische, durch regulatorische T-Zellen vermittelte
Reaktion, welche die Antworten von Effektor-T-Zellen in der Epidermis unterdriickt und
somit die Entstehung von UVB-induzierten Tumoren beglinstigt (Cruz und Bergstresser,
1993; Poon et al., 2005; Schwarz und Schwarz, 2011; Schwarz und Beissert, 2013).
Unabhingig von der Schiddigung der DNA, verursacht UVB-Strahlung eine zweite
Stressantwort, die eine Aktivierung zentraler Signalmolekiile, wie des epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR), des Arylhydrocarbon-Rezeptors (AHR), von
Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK), Aktivator Protein-1 und Nuclear Factor-kB,
umfasst (Devary et al., 1992; Devary et al., 1993; Simon et al., 1994; Rosette und Karin,
1996; Fritsche et al., 2007). Die UVB-vermittelte Aktivierung dieser Signalwege hat eine
Induktion von Cyclooxygenase-2 (COX-2), NO-Synthase, verschiedenen Zytokinen,
Adhisionsmolekiilen und Matrix Metalloproteinasen (MMP) zur Folge, die eine pro-
entziindliche Reaktion in Form von Vasodilatation, Rekrutierung zirkulierender
Immunzellen und Abbau der extrazelluliren Matrix verursachen (Deliconstantinos et al.,
1995; Deliconstantinos et al., 1996; Werth et al., 1997; Buckman et al., 1998; Scordi und
Vincek, 2000; Fagot ef al., 2002). Bedingt durch diese entziindlichen Vorginge entsteht ein
Mikromilieu, welches die Entstehung und das Wachstum von Tumorerkrankungen auf der
Basis initiierter epidermaler Zellen begiinstigt (Scordi und Vincek, 2000; Fagot et al., 2002;
Colotta et al., 2009; Ben-Neriah und Karin, 2011).
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1.4. Der AHR als zentraler Mediator der UVB-Stressantwort

Der AHR ist ein Liganden-aktivierter Transkriptionsfaktor, der die toxischen Effekte von
Umweltgiften wie 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD) wund polyzyklisch
aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK), zu denen das Benzo[a]pyren (BaP) gehort,
vermittelt (Poland et al., 1976; Bock und Koéhle, 2006; Abel und Haarmann-Stemmann,
2010). Die im Folgenden beschriebenen molekularen Abldufe des AHR-Signalweges
wurden in zahlreichen Studien aufgeschliisselt, weshalb dieser Signalweg die wohl am
besten charakterisierte Signalkaskade darstellt, die den Einfluss exogener Noxen in nukledre
Signale iibersetzt. In Abwesenheit eines Liganden liegt der AHR in Form eines
Multiproteinkomplexes, bestehend aus Hitzeschockprotein 90, p23, AIP und der
Tyrosinkinase c-Src, im Zytoplasma der Zelle vor (Enan und Matsumura, 1996; Carver und
Bradfield, 1997; Ma und Whitlock, 1997; Petrulis und Perdew, 2002). Bindet ein Ligand,
zerfillt dieser Komplex, der AHR transloziert in den Zellkern und dimerisiert dort mit
seinem Partnermolekiil ARNT (4HR Nuclear Translocator) (Burbach et al., 1992; Ema et
al., 1992). Das resultierende Heterodimer erkennt und bindet an spezifische DNA-Motive,
sogenannte Xenobiotika-responsive Elemente (XRE), in der Promotorsequenz von
Zielgenen, um deren Expression zu verstirken. Eines der wohl bekanntesten Zielgen dieser
AHR/ARNT-Kaskade  kodiert  fiir = das  fremdstoffmetabolisierende = Enzym
Cytochrom P450 1A1 (CYP1A1) (Denison ef al., 1988, 1989). Dariiber hinaus resultiert der
Zerfall des zytoplasmatischen Multiproteinkomplexes in einer Freisetzung der
Tyrosinkinase c-Src, was eine Aktivierung des EGFR und nachgeschalteter
MAPK-Signaltransduktion zur Folge hat (Kohle et al., 1999; Fritsche et al., 2007; Randi et
al., 2008; Dong et al., 2011; Xie et al., 2012). Weitere Untersuchungen haben zudem
gezeigt, dass der AHR auch durch UVB-Exposition epidermaler Keratinozyten aktiviert
werden kann und die Expression von CYP1A1 und COX-2 induziert (Fritsche et al., 2007).
Das initiale Ereignis hierfiir stellt die intrazellulire Bildung von 6-
Formylindol[3,2b]carbazol (FICZ), einem Photoprodukt der Aminosdure Tryptophan, dar
(Fritsche et al., 2007). Dieses Photoprodukt kann mit hoher Affinitdt an den AHR binden
und oben beschriebene Signalwege aktivieren (Abb. 3) (Rannug et al., 1987; Fritsche et al.,
2007).
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Durch diese Arbeiten konnte erstmals die UVB-induzierte und DNA-schadensunabhéingige
Aktivierung des EGFR und nachgeschalteter MAPK mechanistisch erklirt werden. In einer
klinischen Studie mit zehn Probanden wurde auflerdem gezeigt, dass der AHR auch in
humaner Haut in vivo durch UVB-Strahlung aktiviert wird und die Expression von CYP1Al,
COX-2 und MMPI induziert (Tigges et al., 2014). Da gesteigerte CYP1-Enzymlevel
oxidativen Stress verursachen kénnen und bekannt ist, dass COX-2 eine kritische Rolle in
der Hautkrebsentstehung spielt (Nebert und Dalton, 2006; Elmets et al., 2014), wurde
postuliert, dass der UVB-aktivierte AHR zum Prozess der Photokarzinogenese beitragt
(Agostinis et al., 2007; Lippens et al., 2009). Darliber hinaus konnten weiterfiihrende
Studien zeigen, dass der AHR eine anti-apoptotische Funktion in UVB-bestrahlten humanen
Keratinozyten in vitro und Maus-Haut in vivo besitzt (Frauenstein ef al., 2013; Pollet et al.,
2018). So fiihrt eine genetische oder chemische Inhibition des AHR zu einer verstirkten
Eliminierung UVB-geschadigter Zellen, einem Prozess, welcher der Hautkrebsentstehung

entgegenwirkt (Heffernan et al., 2009; Lippens et al., 2009).
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Abbildung 4: Die Wirkung von UVB-Strahlung in der Epidermis nach Inhibierung des AHR

Weiterhin ist der AHR an der Ausbildung der UVB-vermittelten lokalen Immunsuppression,
die Abwehrreaktionen von Effektor-T-Zellen unterdriickt und somit mafgeblich zur
Entstehung und Promotion von UVB-induzierten Hauttumoren beitrigt, beteiligt (Navid et
al.,2013; Bruhs et al., 2015). In Kombination mit der bereits frither beschriebenen wichtigen
Funktion des AHR fiir die chemische Hautkanzerogenese, konnte tatsdchlich anhand einer
chronischen Photokarzinogenese-Studie aufzeigt werden, dass AHR-defiziente SKH-1
haarlose Maiuse ca. 50 % weniger UVB-induzierte kutane Plattenepithelkarzinome
entwickeln als ihre AHR-profizienten Wurfgeschwister (Shimizu et al., 2000; Nakatsuru et
al., 2004; Pollet et al., 2018). Eine transiente Hemmung des AHR koénnte demnach eine
vielversprechende Strategie darstellen, um die Initiation und Promotion von

UVB-induzierten Hauttumoren zu unterbinden (Pollet ef al., 2018).

1.5. Photosensibilisatoren, UVA-Strahlung und FICZ

Die Wirkung von UVA-Strahlung auf das Erbgut resultiert in einer nur sehr geringen
Photoanregung der DNA. Thr genotoxisches Potential entfaltet UV A-Strahlung vielmehr
durch die Erzeugung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) sowie organischer freier Radikale,
die mit der DNA und anderen Makromolekiilen interagieren und diese schidigen kénnen
(Agar et al., 2004; Wondrak et al., 2006; Cadet et al., 2009; Zastrow et al., 2009). Neben
der Generierung von oxidativem Stress durch Aktivierung von NAD(P)H-Oxidasen und

Schiadigung der mitochondriellen Atmungskette, konnen UV A-Photonen mit endogenen

8
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Chromophoren interagieren, die als Photosensibilisatoren (Photosensitizer) dienen und zur
Bildung von ROS fiihren bzw. diese verstirken (Scharffetter-Kochanek et al., 1997; Baier
et al., 2006; Wondrak et al., 2006; Valencia und Kochevar, 2008). So entstehen
beispielsweise Superoxidanionen, die nicht nur am Ort ihrer Bildung Schiden verursachen
konnen, sondern nach spontaner Dismutation zu membran-permeablem Wasserstoffperoxid
auch andere Zellorganellen oder Nachbarzellen zu schddigen vermogen (Petersen et al.,
2000). Bekannte Beispiele fiir potente UV A-Photosensitizer stellen Riboflavin (Vitamin B2)
und Protoporphyrin IX dar (Sato ef al., 1995; Buchczyk et al., 2001). Auch exogene
Substanzen, wie Dbeispielsweise BaP und andere polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe, absorbieren Strahlung im UVA Wellenldngenbereich und entfalten
dadurch starke phototoxische Effekte in pro- und eukaryotischen Zellen (Schirmer et al.,
1998; Yan et al., 2004; Wang et al., 2007; Botta et al., 2009). Interessanterweise wurde der
durch UVB-Strahlung gebildete endogene Ligand des AHR, das Tryptophan-Photoprodukt
FICZ, als potenter Photosensitizer fir UVA-Photonen in humanen Keratinozyten, 3D-
Vollhautdquivalenten und muriner Haut beschrieben. Eine Bestrahlung FICZ-behandelter
Zellen mit UVA fiihrte zur Generierung von ROS und zu nachfolgenden oxidativen
Schidigungen der DNA (Park et al., 2015). Diese massive Phototoxizitdt von FICZ wurde
bereits im nanomolaren Konzentrationsbereich beobachtet und fiihrte die Zellen schlieBlich
zur Initiation der Apoptose. Interessanterweise wird das UVB-Photoprodukt FICZ
hauptsdchlich durch AHR-abhingige Monooxygenasen der CYP1-Familie, insbesondere
dem CYP1A1, metabolisiert (Bergander ef al., 2004; Wincent ef al., 2009). Eine Hemmung
des AHR-Signalweges in Keratinozyten flihrt zu einer Herabregulierung der basalen und
induzierbaren CYP1A1-Expression (Fritsche et al., 2007; Tigges et al., 2014) und konnte
daher, wie in der Zielsetzung detaillierter beschrieben, das Ausmall der FICZ-vermittelten

Phototoxizitét beeinflussen.

1.6. Oxidativer Stress und NRF?2

Unter oxidativem Stress wird eine Storung des Redox-Gleichgewichts verstanden, bei dem
ein Uberschuss an ROS zu Schiidigungen der DNA und weiterer Makromolekiile fiihrt. Der
Begriff ,,oxidativer Stress* wurde 1985 erstmalig von Helmut Sies als Fachbegriff definiert
(Sies, 2015). Die Bildung von ROS kann dabei iiber aerobe Stoffwechselvorginge,
korpereigene Abwehrprozesse, exogene Noxen und photobiologische Prozesse initiiert

werden (Paz et al., 2008; Kovacs et al., 2009; Kim et al., 2012; Hamanaka et al., 2013).
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Lebende Organismen verfligen daher iiber ein fein reguliertes System zur Aufrechterhaltung
sehr niedriger ROS-Werte, d.h. ihre Produktion und Eliminierung sind ausgeglichen, was zu
einem definierten, stationdren ROS-Niveau fiilhrt. Kommt es zu einer unkontrollierten
Bildung von ROS und somit zu einem Ungleichgewicht zwischen Oxidantien auf der einen
und Antioxidantien auf der anderen Seite, wird ein Netzwerk antioxidativer
Verteidigungssysteme aktiviert (Birben ef al., 2012; Nguyen et al., 2013). Antioxidantien
dienen dabei als zelluldrer Schutzmechanismus. So kénnen diese die Entstehung von ROS
verhindern (nicht-enzymatische Antioxidantien) sowie bereits oxidierte Molekiile
reduzieren (enzymatische Antioxidantien). Zu den nicht-enzymatischen Antioxidantien
zédhlen unter anderem Vitamin C und Vitamin E, Pflanzeninhaltsstoffe wie Carotinoide und
Polyphenole, und Gluthation (GSH), welches einer der wichtigsten endogenen
Antioxidantien ist (Maalouf et al., 2002; Telorack et al., 2016; Kawashima et al., 2018).
GSH wird dabei aus den Aminoséduren Cystein, Glycin und Glutamat als spezielles Tripeptid
synthetisiert und wird als direkter Redoxmetabolit oder als Kofaktor fiir detoxifizierende
Enzyme genutzt. Zu diesen Enzymen gehoren unter anderem die Katalase, die Glutathion-
Peroxidase, die Superoxiddismutase (SOD) sowie weitere Peroxidasen (Chu et al., 1993;
Kirkman et al., 1999; Rezvani et al., 2006; Black et al., 2008; Lushchak, 2014). Ein
wichtiger Regulator der antioxidativen Stressantwort ist der NRF/KEAP-1-Signalweg.
Neben den bereits oben genannten detoxifizierenden Enzymen stehen weitere zytoprotektive
Proteine, wie die Himoxygenase-1 (HOX-1) und die NADPH:Chinon-Oxidoreduktase-1
(NQO-1) unter der Kontrolle dieses Signalweges (Schiafer und Werner, 2015). Der Nuclear
Factor Erythroid 2-Related Factor 2 (NRF2) ist ein Mitglied der Cap 'n’collar-Proteine und
ist im Zytosol an das Adapterprotein Kelch-like ECH-Associated Protein I (KEAP1)
gebunden (Moi et al., 1994; Zhang, 2006; He et al., 2007). Unter basalen Bedingungen wird
der NRF2 durch eine KEAP1 und Cullin 3 (CUL3) vermittelte Ubiquitinierung im
Zytoplasma gehalten und proteasomal abgebaut. Die Aktivierung des NRF2 erfolgt
vorwiegend durch eine Konformationsinderung von KEAPI. So konnte gezeigt werden,
dass die redox-sensitiven Cysteinreste von Keapl in der Lage sind mit ROS zu reagieren
und diese oxidieren (Moi ef al., 1994; Zhang und Hannink, 2003; Zhang et al., 2004; He et
al., 2007). Diese Oxidation fiihrt zu einer Konformationsianderung von KEAP-1, sodass die
CUL3-vermittelte Ubiquitinierung und der proteasomale Abbau von NRF2 verhindert
werden (Itoh et al., 2003; McMahon et al., 2003; Stewart et al., 2003). Dartiber hinaus wurde
beschrieben, dass ROS bestimmte Kinasen aktivieren, die das NRF2-Protein

phosphorylieren und somit zu einer Schwiachung der NRF2-KEAP1-Interaktion fiihren und
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dadurch ebenfalls den proteasomalen Abbau von NRF2 hemmen (Huang et al., 2000; Zipper
und Mulcahy, 2000; Baird und Dinkova-Kostova, 2011). NRF2 verbleibt somit im
Zytoplasma und es kommt zu einer Kerntranslokation des Proteins (Nguyen et al., 2003;
Stewart et al., 2003; Baird et al., 2013). Im Zellkern bildet NRF2 ein Heterodimer mit
sogenannten small Musculoaponeurotic Fibrosarcoma (sMaf)-Proteinen (Itoh et al., 1997)
und bindet in der Promotorregion an das Antioxidant Response Element (ARE), um die
Expression von Zielgenen zu induzieren (Lee und Johnson, 2004; Baird und Dinkova-

Kostova, 2011) (Abb. 5).

CuL3

% Zytosol
l Cystem Proteinkinasen ) ! Zellkern -
l Dissoziation »
B |
+4  Proteasom 1
.ﬂw CuUL3 ; 5 )
| Nukledre , LGN P
. Translokation *
.. @& NRF2 Abbau  §
e o ' HOX-1, SOD-1

efc.

(Biliverdin | + [Fe*| + (€01 - « Heme ) <«— HOX1

lBi!iverdinreduktase
Bilirubin

Abbildung 5: Der NRF2-Signalweg
a) Proteasomaler Abbau von NRF2, b) NRF2-Aktivierung und Translokation in den Zellkern

Eines der wohl bekanntesten Zielgene kodiert fiir das Enzym HOX-1, welches zur Familie
der Hamoxygenasen gehort. Die HOX-1 wird vermehrt durch oxidativen Stress induziert
und oxidiert Him zu Eisen, Kohlenstoffmonoxid und Biliverdin im sogenannten
Hiammetabolismus. Das Biliverdin wird anschlieBend durch das zytosolische Enzym
Biliverdinreduktase zu Bilirubin umgesetzt und scheint eine bedeutende Rolle als
Antioxidans zu besitzen (Llesuy und Tomaro, 1994; Pachori ef al., 2007). Die Rolle der

HOX-1 Induktion und des Hdmmetabolismus sind allerdings bis heute immer noch
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unzureichend verstanden. Es wird aber davon ausgegangen, dass sie in einem Netzwerk von
regulatorischen Signalwegen integriert sind, da die verschiedenen Molekiile des
Hammetabolismus auf unterschiedliche Art und Weise einen Zellschutz vermitteln kénnen

(Otterbein et al., 2003).

1.7.  Der programmierte Zelltod (Apoptose)

Der Prozess des programmierten Zelltods, auch Apoptose genannt, ist im Allgemeinen durch
ausgeprigte morphologische Merkmale und energieabhingige biochemische Mechanismen
gekennzeichnet (Jacobson ef al., 1994; Clarke und Clarke, 1996; Janicke et al., 1998; Shi et
al., 2012). Die Apoptose ist in verschiedene natiirliche Vorgéinge, wie der Embryogenese,
Metamorphose oder der Regeneration von Geweben involviert. Dabei handelt es sich um
einen essentiellen Prozess in multizelluldren Organsimen, indem nicht mehr benétigte Zellen
eliminiert sowie geschddigte Zellen neutralisiert werden, um beispielsweise der
Kanzerogenese vorzubeugen (Brill ez al., 1999; Grossman et al., 1999; Di-Poi et al., 2003;
Park und Jang, 2014). Die Regulierung der Apoptose ist daher entscheidend fiir die
Aufrechterhaltung der zelluliren Homoostase. Ein Ungleichgewicht ist mit zahlreichen
Krankheiten wie chronischen Entziindungen, Arteriosklerose, Krebs,
Atemwegserkrankungen und neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert (Kovalenko et
al., 2009; Redza-Dutordoir und Averill-Bates, 2016). Die morphologischen Merkmale der
Apoptose sind durch das Schrumpfen der Zelle und des Zellkerns, der
Chromatinkondensation = und  DNA-sowie  Zellfragmentierung  gekennzeichnet.
Anschliefend werden die entstandenen Apoptosekdrperchen durch Makrophagen erkannt
und mittels Phagozytose entsorgt (Doonan und Cotter, 2008). Die meisten dieser
morphologischen Verdnderungen werden durch eine Reihe von Cysteinproteasen
verursacht, die spezifisch in apoptotischen Zellen aktiviert werden. Diese hoch konservierten
Proteasen sind homolog zueinander und gehdren zur Proteinfamilie der Caspasen (Cysteine-
Aspartate Proteases). Im inaktiven Zustand liegen sie als sogenannte Zymogen oder auch
Pro-Caspasen vor, bestehend aus einer regulatorischen Pro-Doméne, die zwischen den
Mitgliedern variiert sowie einer langen und kurzen Untereinheit. Eine Aktivierung erfolgt
durch proteolytische Spaltung, bei der es zur Abspaltung der Pro-Doméne kommt und die
beiden Untereinheiten voneinander getrennt werden. Im Anschluss lagern sich je zwei kurze
und zwei lange Untereinheiten zu einem Heterotetramer zusammen, bestehend aus zwei

katalytischen Zentren. Diese enthalten ein Cystein im aktiven Zentrum und spalten ihre
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Zielproteine an bestimmten Asparaginsdureresten (Hengartner, 2000; Elmore, 2007). So
spaltet die Caspase-3 beispielsweise die DEVD (Asp-Glu-Val-Asp) Sequenz aus der
Poly(Adenosindiphosphat(ADP)-ribose)-Polymerase (PARP). Dieses Wissen wird hdufig
zur Aktivitdtsbestimmung einer Caspase verwendet. Wird ein Fluorophor an ein fiir die
jeweilige Caspase spezifisches, synthetisiertes Tetrapeptid gekoppelt, kann nach
enzymatischer Abspaltung die Fluoreszenzintensitit gemessen werden, welche Aufschluss
iiber die Aktivitit einer Caspase gibt. Die Caspasen werden weiterhin in verschiedene
Gruppen eingeteilt: Die Initiator-Caspasen (z. B. Caspase-8 und -9), die Effektor-Caspasen
(z.B. Caspase-3, -6 und -7) und die Cytokin-Aktivatoren (z.B. Caspase-1 und -4) (Denault
und Salvesen, 2002). Die Cytokin-Aktivatoren sind an Entziindungsprozessen beteiligt,
wohingegen die Initiator-Caspasen mallgeblich an der Einleitung des Zelltodes beteiligt sind
und durch extrazelluldre Signale und Stress aktiviert werden (Zhuang et al., 1999; Sitailo et
al., 2002; Cho et al., 2012). Die Effektor-Caspasen hingegen werden durch Initiator- und
andere Effektor-Caspasen kaskadenartig aktiviert und vermitteln durch gezielte Spaltung
von Zielproteinen die morphologischen Charakteristika der Apoptose (Shi, 2004). Bei der
Apoptose wird zwischen intrinsischer und extrinsischer Apoptose unterschieden. Beim
extrinsischen Weg reagiert die Zelle auf Signale von auflen und Liganden binden an die
sogenannten Todesrezeptoren in der Zellemembran (z.B. FAS-Rezeptor, Tumor-
Nekrosefaktor-Rezeptor) (Zhang et al, 2000; Wajant et al, 2003). Auf der
zytoplasmatischen Seite des Rezeptors bildet sich ein trimerer Komplex, der als
Bindungsstelle fiir intrazelluldre Proteine dient. So bindet an den durch FASL (Fas Ligand)
aktivierten Fas-Rezeptor intrazelluldr die FADD (FAS-Associated Protein with Death
Domain). Diese besteht aus Adapterproteinen und bildet zusammen mit der Pro-Caspase-8
den Death-inducing Signaling Complex (DISC). Dieser sorgt dafiir, dass die Initiator-
Caspase-8 in raumliche Néhe gebracht wird, es somit zu dessen proteolytischer Aktivierung
und anschlieBender Freisetzung kommt. Diese Freisetzung resultiert in einer Aktvierung
von Effektor-Caspasen (Heinrich ef al., 2014) (Abb. 7). Bei der intrinsischen Apoptose
hingegen spielen die Mitochondrien eine bedeutende Rolle. Oxidativer Stress, DNA-
Schiden oder virale Infektionen resultieren in einem Anstieg der Permeabilitét der dufleren
Mitochondrienmembran und fiihren somit zu einer Freisetzung pro-apoptotischer Proteine

(z.B. Cytochrom C) (Karpinich et al., 2002; Lee und Kleiboeker, 2007; Baek et al., 2017).
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Abbildung 6: Der extrinsische und intrinsische Apoptose-Signalwegs

Insbesondere die Proteine der Bel-2 Familie sind maB3geblich an diesem Prozess beteiligt.
Sie werden in anti- und pro-apoptotische Proteine unterteilt (Cheng ef al., 2001; Zong et al.,
2001; Loo et al., 2020). Zwei bekannte Vertreter des pro-apoptotischen Zweigs sind die
Proteine BAX (Bcl-2-associated X Protein) und BAK (Bcl-2 Antagonist Killer). Eine
Aktivierung dieser Proteine resultiert in einer Konformationsdnderung, wodurch es zur
Porenbildung in den Mitochondrien kommt und Cytochrom C aus dem periplasmatischen
Raum in das Zytoplasma gelangen kann (Desagher ef al., 1999; Lindsten et al., 2000; Wei
etal.,2001; Ryuetal.,2014). Im Zytoplasma bindet Cytochrom C an das APAF-1 Apoptotic
Protease Activating Factor-1) Protein im Beisein von ATP/dATP und induziert somit eine
Konformationsdnderung in APAF-1. Diese Konformationsinderung fiihrt zu einer
Oligomerisierung. Dieser Komplex wird dann als Apoptososm bezeichnet und rekrutiert
Pro-Caspasen-9. Im Apoptososm kommt es iiber Caspase-9 Dimere zur Bildung von
enzymatisch aktiven Caspasen-9, die wiederum die Effektor-Caspasen-3,-6 und -7
aktivieren und somit lebenswichtige Zielproteine zerstoren und damit fiir den Zelltod

verantwortlich sind (Abb. 6) (Li ef al., 1997; Heinrich et al., 2014; Zhou et al., 2015).
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1.8.  Ziel der Arbeit

Der durch UVB-Strahlung gebildete endogene Ligand des AHR, das Tryptophan
Photoprodukt FICZ, wurde als potenter UV A-Photosensitizer beschrieben. Da FICZ durch
AHR-regulierte Monooxygenasen der CYPI1-Familie, insbesondere dem CYPI1Al,
metabolisiert wird, soll im Rahmen dieser Arbeit iiberpriift werden, ob durch Modulation
der AHR-Aktivitdt die photosensibilisierenden Eigenschaften von FICZ sowie assoziierte
toxische Effekte beeinflusst werden konnen. Daher besteht die Moglichkeit, dass bei
simultaner UVA/UVB-Exposition die protektive Wirkung einer AHR-Inhibition vor UVB-
induzierten Schidigungen von verstirkter,

durch UVA-Strahlung hervorgerufener

Phototoxizitét begleitet wird.

Phototoxizitit

oxidative DNS Schiden,
Apoptose)

(ROS keine

Phototoxizitit 4

Metabolismus

| AHR | | CYﬁlAt |

AH

1A1

Abbildung 7: Arbeitshypothese: Der AHR besitzt eine protektive Wirkung gegeniiber einer simultanen
Exposition mit UVA- und UVB-Strahlung

Im Speziellen sollten dazu folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

1. Welchen Einfluss hat eine Modulation der AHR-Aktivitdt auf die durch FICZ und

UVA-Strahlung induzierte Apoptose und oxidative Stressantwort in Keratinozyten?

2. Fihrt eine AHR-Hemmung durch phototoxische

Therapeutika zur

Akkumulation und assoziierten UV A-photosensibilisierenden Effekten?

FICZ-

3. Welchen Effekt hat UVA-Strahlung auf die durch UVB-Strahlung induzierten

Schaden?

Ziel der vorliegenden Arbeit war es die Funktion des AHR-Signalweges bei der

Photoprotektion der menschlichen Haut zu optimieren.
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2. Material und Methoden

2.1. Allgemeines

Bei der Herstellung der verwendeten Losungen wurde Reinstwasser verwendet. Die
Herstellung der Puffer erfolgte mit vollentsalztem Wasser. Alle Geridte entsprachen den

Laborstandards und die verwendeten Chemikalien entsprachen p.a. Qualitét.

2.2.  Zellkulturtechnik
Kultivierung humaner Keratinozyten

In dieser Arbeit wurden adhdrent wachsende Keratinozyten verwendet, die in Tabelle 1

aufgelistet sind.

Die HaCaT (Human, Adult, low Calcium, high Temperature) -Zellen wurden in Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) -1 g/LGlukose der Firma Pan Biotech, mit 10 % Fetal
Calf  Serum (FCS) und 1 % Penicillin/Streptomycin/Amphotericin B als
Antibiotika/Antimykotika (A/A) der Firma Pan Biotech kultiviert. Den stabil mit einer gegen
den AHR-gerichteten short hairpin Ribonukleinsdure (shRNA) lentiviral transduzierten und
Geneticin resistenten HaCaT-Zellen (Fritsche ef al., 2007), wurden zusétzlich 30.000 Units
Geneticin (G418) der Firma Merck Millipore hinzugegeben. Die primiren Keratinozyten
wurden im Keratinocyte growth medium 2 der Firma PromoCell kultiviert. Phosphat-
gepufferte Kochsalzlosung (PBS) und Trypsin/EDTA wurden zum Waschen bzw. zur
Trypsinierung verwendet. Die Keratinozyten wurden unter Standardbedingungen (37 °C,
5% CO») kultiviert und mindestens alle 72 Stunden wurde das Medium gewechselt. Ab
einer Konfluenz von 90 % wurden jeweils 5%10° der immortalisierten HaCaT-Zellen und
8,75*10° der normalen humanen epidermalen Keratinozyten (NHEK) in eine neue
T175 Flasche passagiert. Fiir die Weiterkultivierung wurden die Zellen mit PBS gewaschen
und mit 2 ml Trypsin/EDTA inkubiert, bis sich die Zellen von der Zellkulturflasche abgeldst
hatten. Die Zellsuspension wurde anschlieBend verdinnt und in eine neue
T175 Zellkulturflasche ausgesit. Fiir die NEHK wurde ein Trypsin-Inhibitor (2 ml) der
Firma PromoCell verwendet. AnschlieBend wurden die NHEK bei 250 x g fiir 5 min
zentrifugiert, der Uberstand wurde abgenommen und die Zellen in neuem Medium

resuspendiert und ebenfalls in eine neue T175 Zellkulturflasche ausgesiit.
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Tabelle 1: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Zelllinien

Zelllinie Beschreibung Nihrmedium
HaCaT Immortalisierte, humane DMEM-1 g/L Glukose
Keratinozyten + 10 % (v/v) FCS,
+1% A/A (VIv)
HaCaT-EV Stabil mit pCL1.THPC (Leervektor) DMEM-1 g/L Glukose
lentiviral transduzierte HaCaT-Zellen, + 10 % (v/v) FCS,
geneticinresistent (Fritsche et al., +1% A/A (VIv)
2007) +30.000 U G418
HaCaT-shAHR Stabil mit pCL1P.THPC DMEM-1 g/L Glukose

lentiviral transduzierte HaCaT-Zellen  + 10 % (v/v) FCS,
mit AHR-gerichteter sShRNA-Sequenz, + 1 % A/A (v/v)

geneticinresistent (Fritsche et al., +30.000 U G418
2007)
HaCaT-NRF2-KO  Stabiler CRISPR/Cas-9 vermittelter DMEM-1 g/L Glukose
NRF2-knockout "! + 10 % (v/v) FCS,
+ 1% A/A (vIv)
NHEK Primére Keratinozyten isoliert aus Keratinocyte Growth
abdominaler Haut (PromoCell, Lot Medium 2 (PromoCell)
Number: 4337038.1) + Supplement Mix
+ 0,06 mM CaCl,

1. Generiert durch die von Dr. Andrea Rossi geleitete [IUF Core Unit ,,Modellentwicklung"
Zielsequenz fiir die gRNA: CCTGTTGATTTAGACGGTATG
PAM (protospacer adjacent motif) -Sequenz
Mutation: CCTGT- GATTTAGACGGTATG (Sequenz Deletion: T)
Verwendete gRNA: CATACCGTCTAAATCAACAGG
PAM-Sequenz

Fiir die Durchfiihrung von Experimenten wurde die Zellzahl in einer Neubauerzahlkammer
bestimmt. Dafiir wurden 10 pl der Zellsuspension in eine Neubauerziahlkammer pipettiert.
AnschlieBend wurde die Anzahl der Zellen in jedem Quadranten gezdhlt und die
Konzentration der Zellen pro ml berechnet (Formel: Zellzahl * 10.000 / 4). Nach der Aussaat
wurden die Zellen iiber Nacht inkubiert. Die Anzahl der Zellen in einem Plattenformat und

dem jeweiligen Versuch sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.
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Tabelle 2: Zellzahl und Plattenformate fiir die verschiedenen Experimente

Experiment Plattenformat  Zelllinie Zellzahl
Caspase-Aktivitits- 6-Well HaCaT 3x10°
Assay HaCaT-EV

HaCaT-shAHR
HaCaT-NRF2-KO

NHEK
7-Ethoxyresorufin-O-  48-Well HaCaT 1x10°
Deethylase (EROD)- HaCaT-EV
Assay HaCaT-shAHR
NHEK
Durchflusszytometrie ~ 6-Well HaCaT 3x10°
HaCaT-EV
HaCaT-shAHR
NHEK
FICZ-Analytik 6-Well HaCaT 3x10°
HaCaT-EV
HaCaT-shAHR
Quantitative Real-Time  6-Well HaCaT 3x10°
PCR (qRT-PCR) HaCaT-EV

HaCaT-shAHR
HaCaT-NRF2-KO

NHEK
Western Blot 6-Well HaCaT 3x10°
Southwestern Slot-Blot 6 cm Platte HaCaT 2x10°

Fir die Langzeitlagerung wurden die HaCaT-Zellen in fliissigem Stickstoft aufbewahrt.
Dafiir wurden die Zellen, wie oben erwédhnt, vom Boden der Zellkulturflasche abgeldst. Die
Zellen wurden dann bei 250 x g in 15 ml Zellkulturmedium zentrifugiert. Nach dem
Absaugen des Uberstandes wurde das Zellpellet in Gefriermedium (DMEM + 10 % DMSO
+ 10 % FCS) resuspendiert und jeweils 1x10° Zellen in ein Kryovial iiberfiihrt. Beim
Einfrieren wurde eine Einfrierhilfe verwendet. Diese wurde anschlieBend in einen -80 °C
Gefrierschrank gestellt. Am néchsten Tag (24 h spiter) wurden die Zellen in den fliissigen

Stickstoff tiberfiihrt.
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Zum Auftauen der Zellen (HaCaT-Zellen und NHEK) wurden die Kryovials aus dem
fliissigen Stickstoff genommen und anschlieend im Wasserbad bei 37 °C erwdrmt. Nach
dem Auftauen wurden die Zellen direkt in ein 15 ml RShrchen iiberfiihrt und mit warmem
Kulturmedium aufgefiillt, um den durch Dimethylsulfoxid (DMSO) im Gefriermedium
vermittelten Zelltod zu verhindern. Die Zellen wurden fiir 5 min bei 250 x g zentrifugiert,
der Uberstand verworfen, das Zellpellet in neuem Kulturmedium vorsichtig resuspendiert

und in eine geeignete Zellkulturflasche transferiert.
Aushungern priméirer Keratinozyten

Um eine mogliche Inhibierung des AHR-Signalweges durch EGF zu verhindern (Sutter et
al., 2009), wurden die NHEK {iber Nacht ausgehungert, bevor diese in die Versuche
genommen wurden. Dafiir wurde auf die Zugabe des Supplement Mix im Keratinocyte
Growth Medium 2 der Firma PromoCell verzichtet und lediglich Calciumchlorid (CaClz) in

einer Endkonzentration von 0,06 mM hinzugegeben.
Belastung humaner Keratinozyten

Die Zellen wurden in 6 Well-Platten / 6 cm Platten ab einer Konfluenz von 80 % mit denen
in Tabelle 3 aufgefilhrten Substanzen belastet. Eine Ausnahme bildetet der
7-Ethoxyresorufin-O-Deethylase (EROD) Assay. Fiir diesen Assay mussten die Zellen

nahezu konfluent in einer 48 Well-Platte gewachsen sein.

Tabelle 3: Belastung der Zellen mit Substanzen und deren Endkonzentration

Substanz Endkonzentration Losungsmittel
FICZ 50 nM, 100 nM DMSO
7-Hydroxyflavon 10 uM DMSO
Ketoconazol 50 uM DMSO
3'Methoxy-4'Nitroflavon (MNF) 10 uM DMSO
Tapinarof 0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM DMSO
Vemurafenib 25 uM, 40 uM DMSO
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2.3.  Invivo Untersuchungen (Mausmodell)

Fiir die in vivo Untersuchungen wurden Ahr”* SKH-1 haarlose Miuse verwendet. Die
Ahr-Exon-2-Deletion der B6.Ahrimibra Maus wurde urspriinglich von C. Bradfield erzeugt
(Schmidt et al., 1996) und durch die IUF Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Charlotte Esser iiber mehr
als neun Generationen hinweg in den Hintergrund der SKH-1 haarlosen Mduse gekreuzt. Alle
Tiere wurden unter standardisierten Haltungsbedingungen (12 h Tag-Nacht-Zyklus,
Raumtemperatur: 20-24 °C, Luftfeuchtigkeit: 70 %) in unserer pathogenfreien Tieranlage
untergebracht. Die Tierversuche wurden dabei unter Beachtung des geltenden

Tierschutzgesetzes durchgefiihrt.
Genotypisierung

Fiir die Genotypisierung der Mause wurden Schwanzbiopsien genommen und die DNA mit dem
peqGold Tissue DNA Mini Kit, der Firma VWR nach Herstellerangaben isoliert. Die
Genotypisierung erfolgte mit sequenzspezifischen Primern, die in Tabelle 4 dargestellt sind.
Die Primer fiir die Ahr”* SKH-1 haarlosen Miuse (Ahr-1 WT und Ahr-2 WT ) sind an der
Synthese eines Produkts mit 669 bp beteiligt, wohingegen die amplifizierten Fragmente der
Primer fiir die Ahr”~ SKH-1 haarlosen Miuse (Ahr-3 KO und Ahr-4 KO) eine GroBe von
172 bp aufweisen.

Tabelle 4: Verwendete Primer fiir die Genotypisierung

Primersequenzen
Ahr-1 WT 5'-GGATTTGACTTAATTCCTTCAGCGGG-3'
Ahr-2 WT S-TCTTGGGCTCGATCTTGTGTGTCAGGAACAGG-3’
Ahr-3 KO 5'-CTGAATGAACTGCAGGACGA-3'
Ahr-4 KO 5'-ATACTTTCTCGGCAGGAGCA-3
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Der Reaktionsansatz fiir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde in Tabelle 5
dargestellt und fand unter folgenden Bedingungen statt:

Denaturierung 94 °C; 3 min
Denaturierung 94 °C; 30 Sekunden
Annealing 62 °C; 1 min - 36 Zyklen
Elongation 72 °C; 1 min J
Denaturierung 72 °C; 1 min

4°C; o0

Tabelle 5: Reaktionsansatz fiir die PCR

Reaktionsansatz Menge

5x PCR-Mastermix Ready-to-Load (Fa. BioBudget) 4 ul

Ahr-1 WT (20 uM) 1 ul
Ahr-2 WT (20 pM) 1 pl
Ahr-3 KO (20 pM) 1 pl
Ahr-4 KO (20 uM) 1 ul
H>O 10 pl
DNA 2ul

Die DNA wurde anschlieend durch eine Agarose-Gelelektrophorese bei 125 V aufgetrennt.
Dem 1,5 %-igen Agarosegel wurden 1,5 pl / 100ml Midori Green Advance von der Firma
Biozym zugesetzt. Zum Schluss wurden die DNA-Banden unter UV-Licht detektiert und die
GroBe der DNA-Fragmente den Genotypen zugeordnet.

2.4. UV-Bestrahlung von humanen Keratinozyten und Miusen

Fiir die UV-Bestrahlung der Keratinozyten wurde die Bestrahlungskammer BS-02 der Firma
Opsytec Dr. Grobel verwendet. Die UVA-Bestrahlung wurde mit jeweils vier Philips
Leuchtstofflampen Actinic BL 15 Watt durchgefiihrt. Zur Bestrahlung der Keratinozyten
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mit UVB-Strahlung wurden vier Leuchtstofflampen der Firma Sankyo Denki GI15T8E
verwendet. Diese wurden in abwechselnder Reihenfolge in der BS-02 angebracht. Fiir eine
Bestrahlung mit UVA-Strahlung, UVB-Strahlung oder simultan mit UVA- und
UVB-Strahlung wurde zunichst die Dosis am Prozess-Spektralradiometer iSR900 (Firma:
Opsytec Dr. Gobel) eingestellt. Die Radiometersensoren (Firma: Opsytec Dr. Gobel) messen
die UV-Bestrahlungsstirke und das iSR900 zeigt in Echtzeit die UVA- und /oder
UVB-Intensitit sowie die Dosis an. Fiir eine Bestrahlung der Zellen mit UVA, UVB oder
simultan mit UVA und UVB wurden die 6 Well-Platten / 6 cm Platten (ohne Deckel) in
einen genau definierten Bereich in der Kammer gestellt. Dieser Bereich wurde auf die
Sensoren kalibriert, die sich seitlich in der Kammer befanden. Nach der Bestrahlung
schalteten sich die UV-Lampen automatisch ab. Fiir die unterschiedlichen
UV-Bestrahlungen wurden die Zellen zundchst mit PBS gewaschen und nachfolgend in 1
ml (6 Well-Platten) oder 3 ml (6 cm Petrischale) PBS bestrahlt. Anschliefend wurde das
PBS abgenommen und die Keratinozyten in Zellkulturmedium im Inkubator inkubiert. Die
genauen UVA-, UVB- und/oder simultanen UVA- und UVB- Bestrahlungsdosen sind im
Ergebnisteil beschrieben. Fiir die Bestrahlungsstudie an Miusen wurden Ahr”" SKH-1
haarlose Mause verwendet, welche mit der BS-02 bestrahlt wurden. Die UV-Sensoren
wurden dafiir zunichst auf die Bestrahlungsintensitit im Plexiglaskéfig der Mduse kalibriert.
AnschlieBend wurden jeweils 5 Ahr*"* SKH-1 haarlose Mause mit 6,3 J/cm? UVA-Strahlung,
900 J/m? UVB-Strahlung oder simultan mit 6,3 J/cm? UVA-Strahlung und 900 J/m?> UVB-

Strahlung exponiert und anschlieend fiir 24 h zuriick in ihren Kéfig gesetzt.

2.5. Aufbereitung der Hautproben von SKH-1 haarlosen Miusen

Nach Beendigung des Versuchs wurden die Tiere schmerzfrei getdtet und Hautproben vom
Riicken entnommen, direkt im fliissigen Stickstoff eingefroren und spiter bei -80 °C
gelagert. Zur Aufbereitung der Proben fiir DNA-Schidden wurde die Haut zunichst mit einem
Skalpell in kleine Stiicke geschnitten. Anschlieend wurde, der Cyclobutan-Pyrimidin-
Dimer (CPD)-Gehalt mit Hilfe der Southwestern Slot-Blot Methode durchgefiihrt
(siehe 3.13.).

22



Material und Methoden

2.6. Caspase-3, -8 und -9 Aktivitits-Assay

Fiir die Messung der Caspase-3, -8 und -9 Aktivitdt wurde das Kit der Firma PromoCell
verwendet. Die Aktivierung dieser Caspasen leitet die Apoptose in Sdugetierzellen ein. Der
Assay basiert auf dem Nachweis der Spaltung von spezifischen Substraten fiir die jeweilige
Caspase. Fiir die Caspase-3 basiert der Assay auf dem Nachweis der Spaltung des Substrats
Ac-DEVD-AFC (N-Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-Trifluoromethylcoumarin), fiir
die Caspase-8 auf der Spaltung des Substrats Ac-IETD-AFC (N-Acetyl-Ile-Glu-Thr-Asp-7-
amino-4) und fiir die Caspase-9 auf dem Nachweis der Spaltung des Substrats Ac-LEDH-
AFC-(N-Acetyl-Leu-Glu-His-Asp-7-amino-4-Trifluoromethylcoumarin). Ac-DEVD-AFC,
Ac-IETD-AFC sowie Ac-LEDH-AFC emittieren blaues Licht (Amax = 400 nm). Nach
Abspaltung des Substrats durch die jeweilige Caspase emittiert AFC eine gelb-griine
Fluoreszenz (Amax = 505 nm), die mit dem TECAN Infinite 200 (Infinite® 200 PRO,

Grodig, Austria) fluorimetrisch quantifiziert werden kann.

Nach Aussaat der Keratinozyten in 6 Well-Platten und nach Belastung der Zellen wurde das
Medium (1,5 ml) in ein 2 ml Reaktionsgefd3 {iberfithrt. Die Zellen wurden mit PBS
gewaschen und zu jedem Well wurden 300 pl Trypsin gegeben. Nach 15-miniitiger
Inkubationszeit wurde unter dem Mikroskop tliberpriift, ob sich die Zellen abgeldst hatten.
Um die Reaktion des Trypsins abzustoppen wurde das zuvor abgenommene Medium wieder
in das dazugehorige Well gegeben. Nachdem die Zellsuspension in das 2 ml Reaktionsgefaf3
zuriick pipettiert wurde, wurden diese 5 min bei 8000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und mit 1 ml PBS gewaschen. AnschlieBend wurde
erneut bei 8000 x g und 4 °C zentrifugiert, bevor der Uberstand erneut abgenommen wurde.
Das resultierende Zellpellet wurde nachfolgend in 100-120 ul Lysepuffer resuspendiert,
10 min auf Eis inkubiert und entweder bei -80 °C eingefroren oder es wurde direkt die
Aktivitdt der Caspase-3, -8 und/oder Caspase-9 mithilfe des Caspase-Assays der Firma
PromoCell bestimmt. Fiir die Bestimmung der Caspase-Aktivitit wurden, anders als nach
Herstellerangaben, 25 pl der Probe mit 25 pl des 2xReaktionspuffers zusammen pipettiert.
Dem 2xReaktionspuffer wurden zuvor 10 mM DTT zugesetzt. Danach wurden die Zellen,
wie im Protokoll angegeben, mit 50 uM des jeweiligen Substrats (Ac-DEVD-AFC / Ac-
IETD-AFC / Ac-LEDH-AFC) behandelt und fiir 1-2 h bei 37 °C in einer 96 Well-Platte
inkubiert. Die Fluoreszenzintensitdt wurde bei einer Extinktion von 400 nm und einer
Emission von 505 nm gemessen. Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das

Quantifizierungs-Kit ,,DC-Protein-Assay“ der Firma Bio-Rad verwendet. Die
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Konzentrationsbestimmung erfolgte tiber eine Bovine Serum Albumin (BSA)-Standardreihe.
Die Absorption wurde bei 595 nm gemessen. AnschlieBend wurde die Caspase-3, -8 und
Caspase-9 Aktivitdt jeweils auf die Proteinmenge normalisiert. Fiir die graphische
Darstellung wurden alle Behandlungen auf das n-fache der Kontrollen normiert und als

Caspase-3, -8 oder -9 Aktivitit beschriftet.

2.7.  7-Ethoxyresorufin-O-Deethylase (EROD)-Assay

Der EROD-Assay ist ein kinetisches Verfahren, bei dem das fluoreszierende Endprodukt
Resorufin gemessen wird. Die Enzym-Aktivitdt wird als EROD-Aktivitit bezeichnet. Das
Substrat 7-Ethoxyresorufin wird normalerweise durch das Enzym 7-Ethoxyresorufin-O-
Deethylase (EROD) in Gegenwart des Reduktionsmittels Nikotinamid-Adenindinukleotid-
Phosphat (NADPH) zum fluoreszierenden Endprodukt Resorufin umgesetzt. Beim
EROD-Assay wird das Substrat 7-Ethoxyresorufin durch die Monooxygenasen CYP1A1
und CYP1A2 zum Resorufin umgewandelt, weshalb auf die Enzymaktivitit der beiden
Isoenzyme geschlossen werden kann. Das Resorufin ist bei einer Anregung von 535 nm und
einer Emission von 590 nm fluorimetrisch messbar. Fiir diesen Assay wurde nach
Behandlung der Zellen das Medium abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen und mit
2,5 uM 7-Ethoxyresorufin und 10 uM Dicumarol in 250 pl serumfreiem Medium inkubiert.
Direkt im Anschluss wurde die Enzymaktivitét alle 3 min iiber einen Zeitraum von 21 min,
bei einer Anregung von 535 nm und einer Emission von 590 nm, mit dem Infinite 200 PRO
200 (Infinite® 200 PRO, Grodig, Austria) gemessen. Da Resorufin in der Zelle durch NQO1
zu nicht fluoreszierenden Stoffen abgebaut werden kann, wird dem Medium Dicumarol

zugegeben.
Kalibriergerade Resorufin

Anhand einer Resorufin Eichreihe kann auf die Menge an gebildetem Resorufin in
pmol/Well geschlossen werden. Der Faktor Resorufin gibt dabei den Substratumsatz in
pmol/min/Well an. Die Menge an gebildetem Resorufin im EROD-Assay wurde also
zundchst auf den Faktor Resorufin normiert. Dafiir wurde eine Standardgerade mit
verschiedenen Resorufin-Konzentrationen (0, 25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1250
pmol/Well) hergestellt. Fiir jede Konzentration wurden 250 ul pro Well verwendet und die
Fluoreszenzintensitdt wurde direkt im Anschluss bei einer Anregung von 535 nm und einer

Emission von 590 nm gemessen.
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Proteinbestimmung mit dem CBQCA-Kit

Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem 3-(4-Carboxybenzoyl)quinoline-2Carboxaldehyde
(CBQCA)-Kit der Firma Life Technology. Fiir die Lyse der Zellen, in einer 48 Well-Platte,
wurden je Well 40 pul einer 20 %-igen Natriumdodecylsulfat (SDS)-Losung verwendet und
die Zellen fiir 5-10 min bei Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert. Die Lyse der
Zellen wurde unter dem Mikroskop kontrolliert und nachfolgend mit dem von der Firma
bereitgestellten Protokoll fortgefahren. Zum Schluss wurde der jeweilige Wert des
Substratumsatzes auf die Proteinmenge in einem Well normiert, sodass auf die spezifische
Enzymaktivitit (pmol/min/mg) geschlossen werden konnte. Da Keratinozyten nahezu kein
CYP1A2 exprimieren, wird in dieser Arbeit nur die CYP1Al-Enzymaktivitit erwédhnt
(Baron et al., 2001).

2.8. Nicoletti Firbung zur Bestimmung apoptotischer Zellen

Mit der Nicoletti Farbung wurde der internukleosomale DNA-Gehalt bestimmt (Nicoletti et
al., 1991). Bei der Apoptose kommt es zur Freisetzung von DNA aus dem Kern. Der
DNA-Gehalt apoptotischer Zellen in den Zellkernen ist somit niedriger als in den intakten
Zellen. Zellen in der G>-Phase des Zellzyklus weisen einen doppelt so hohen DNA-Gehalt
auf, wie Zellen in der G;-Phase. Dazwischen befinden sich die Zellen in der S-Phase.
Dementsprechend kann anhand der Fluoreszenzintensitit des Propidiumiodids der
DNA-Gehalt einer Zelle bestimmt werden. Apoptotische Zellen werden daher in der
sogenannten subG1-Phase visualisiert. Nach Belastung der Zellen wurde der Uberstand
abgenommen und in einem Falkontube gesammelt. Die Zellen wurden mit 1 ml PBS
gewaschen, welches ebenfalls im Falkontube gesammelt wurde. Nachfolgend wurden die
Zellen trypsiniert und die Reaktion mit Medium abgestoppt. Die Zellen wurden in die
gleichen Falkontubes iiberfiihrt wie die Uberstinde und bei 250 x g fiir 5 min zentrifugiert.
AnschlieBend wurden die Uberstinde abgenommen, mit PBS gewaschen, erneut bei 250 x g
fiir 5 min zentrifugiert und nachfolgend in 300 pl Nicoletti Puffer (0,1 % w/v Natriumcitrat,
0,1 % Triton X-100 v/v und 50 pg/ml Propidiumiodid) resuspendiert und mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Die Messung erfolgte am Durchflusszytometer BD FACS
Canto II mithilfe der BD FACSDiva Software (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Die
Auswertung wurde anschlieend mit der Software FlowJo (Treestar, San Carlos, USA)

durchgefiihrt.
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2.9. Nicoletti Firbung zur Bestimmung apoptotischer und YH2AX-positiver Zellen

Zur Bestimmung apoptotischer und yH2AX-positiver Zellen wurden die Zellen wie in
Abschnitt 3.8. beschrieben trypsiniert und mit PBS gewaschen. Dem Nicoletti-Puffer
(300 ul) wurde 1 pl des Allophycocyanin (APC) gekoppelten Antikorpers gegen das
phosphorylierte  H2AX-Protein (Ser139; yH2A.X) der Firma BiolLegend zugesetzt.
AnschlieBend wurden die Zellen fiir 20 min mit dem im Nicoletti-Puffer enthaltenem
YH2AX-Antikorper inkubiert. Die Messung erfolgte erneut am Durchflusszytometer
BD FACS Canto II mithilfe der BD FACSDiva Software (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA). Die Auswertung wurde anschlieBend mit der Software FlowJo (Treestar, San Carlos,

USA) durchgefiihrt.

2.10. ROS Messung mit dem fluorogenen Farbstoff MitoSox

Die Oxidation des fluorogenen Farbstoffs MitoSox (Red Mitochondrial Superoxid Indicator;
Thermo Fisher, Waltham, MA USA) durch Superoxid erzeugt ein rotes Fluoreszenzsignal
und gibt somit einen Hinweis auf oxidativen Stress in einer Zelle. Nach Belastung der Zellen
wurden diese wie in Abschnitt 3.8 trypsiniert, gewaschen und anschlieBend in 400 ul
2,5 uM MitoSox/PBS resuspendiert und fiir 15 min im Dunkeln inkubiert. Im Anschluss
wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Die Messung erfolgte am
Durchflusszytometer BD FACS Canto II mithilfe der BD FACSDiva Software (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA). Die Auswertung wurde anschlieBend mit der Software

FlowJo (Treestar, San Carlos, USA) durchgefiihrt.

2.11. Bestimmung der FICZ-Konzentration im Medium von HaCaT-Zellen

Zur Bestimmung der FICZ-Konzentration im Medium wurden die Zellen, wie in Tabelle 2
beschrieben, ausgesit und fiir 0,5 h 1 h, 2 h und 4 h mit 100 nM FICZ belastet. Anschlieend
wurden 600 pl des Mediums abgenommen und fiir 5 min bei max. Geschwindigkeit
zentrifugiert (14.000 rpm). Nachfolgend wurden 500 pl des Uberstandes abgenommen, mit
500 pl Acetonitril versetzt und bei -80 °C gelagert, bevor die Proben fiir
Reverse Phase - HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) Analysen zu Julien
Dairou (Chimie et Biochimie Pharmacologiques et Toxicologiques, Université¢ Paris
Descartes-Sorbonne Paris Cité, UMR 8601, 75270 Paris, France) versendet wurden. FICZ
wurde dort mittels dem Shimadzu HPLC-System, ausgestattet mit der
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LabSolution-Software, durch Fluoreszenzemission (L. = 525 nm) nach Anregung
bei A =390 nm analysiert. Durch Integration der Peak-Fluoreszenzfliche wurde FICZ
quantifiziert, wobei eine Kalibrierungskurve verwendet wurde, die mit verschiedenen

bekannten Konzentrationen von FICZ erstellt wurde.

2.12. mRNA-Analytik
Isolation und Konzentrationsbestimmung der Gesamt-RNA

Fiir die Isolation der Gesamt-RNA wurde das Zellkulturmedium aus der 6-Well-Platte
abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Die Gesamt-RNA der Zellen wurde mit Hilfe
des pegGold Total RNA Kit (Peqlab, Erlangen) isoliert. Die RNA-Konzentration wurde nach
der Isolation photometrisch mit dem Tecan Infinite 200 PRO (Infinite® 200 PRO, Grodig,
Austria) bestimmt. Dabei wurde die Absorption bei einer Wellenldnge (A) von 260 nm
gemessen. Fiir die Reinheit wurde der Quotient aus der Absorption bei A 260 nm und
A 280 nm gezogen. Lag der Quotient unterhalb von 1,7 war von einer Verunreinigung durch

Proteine auszugehen.
Complementary Desoxyribonukleinsidure (cDNA) -Synthese

Die mRNA wurde mittels reverser Transkription in ¢cDNA umgeschrieben. Es wurden
jeweils 500 ng RNA pro Ansatz eingesetzt. Mit Hilfe der Moloney-Murine-Leukemia-Virus
(MMLYV) Transkriptase wurde ein DNA Strang an die einzelstringige RNA synthetisiert.
Der Vorgang unterteilte sich in zwei Schritte, dem Annealing der Oligo-dT-Nukleotide
(Tabelle 6) an die mRNA und der Synthese der cDNA Strange mittels reverser Transkriptase
(Tabelle 7). Im ersten Schritt werden die Proben fiir 10 min bei 60 °C erhitzt. Beim zweiten
Schritt wird die mRNA fiir 52 min bei 37 °C in cDNA umgeschrieben. Im Anschluss erfolgt

ein Erhitzen auf 70 °C, um die reverse Transkriptase zu inaktivieren.

Tabelle 6: cDNA-Synthese Schritt 1 (Annealing)

Schritt 1
Oligo (dT)15 Primer (Roche, Mannheim) 1,25 ul

dNTP (Desoxy-Nukleotidtriphosphat) Mix 1 pl
10 uM (Peqlab, Erlangen)
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Tabelle 7: cDNA-Synthese Schritt 2 (Reverse Transkription)

Schritt 2
H>O (DEPC) 5pul
5 x RT-Puffer (Promega, Mannheim) 4 ul
Reverse Transkriptase 1 pl

Quantitative Real-Time PCR

Bei der quantitativen Real-Time PCR (qRT-PCR) wurde das SYBR Green FAST Kit der
Firma Qiagen (Hilden) verwendet. Dabei werden Bereiche der cDNA durch Zugabe von
Oligonukleotiden (Primern) spezifisch amplifiziert. Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green
interkaliert mit der doppelstringigen DNA. Die Zunahme der DNA verursacht eine lineare
Zunahme des Fluoreszenzsignals und ist damit ein MaB fiir die Menge vorhandener Matrizen
cDNA. Die doppelstringige DNA wird dabei zunichst durch Hitzedenaturierung bei 94 °C
zu Einzelstrangen aufgetrennt. Anschlieend hybridisieren die komplementdren Regionen
des DNA-Strangs mit den Primern (4nnealing) und ausgehend vom 3’OH-Ende der Primer
repliziert nun eine hitzestabile DNA-Polymerase den einzelstringigen DNA-Strang
(Elongation). Mit steigender Anzahl der Zyklen steigt nun die Konzentration des
DNA-Abschnitts, in den der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green interkaliert. Fiir die
qRT-PCR wurde die cDNA 1:3 in Diethylpyrocarbonat (DEPC)-behandeltem Wasser

verdiinnt und dem folgenden Reaktionsansatz in Tabelle 8 zugefiigt.

Tabelle 8: Reaktionsansatz qRT-PCR

Reaktionsansatz Menge
cDNA 3ul
SYBR Green 7,5 ul
Primer forward /reverse (4 uM) 2,5ul
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Die Auswertung der qRT-PCR wurde mit dem Programm Rotor-Gene Q Series 2.0.2 der
Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) durchgefiihrt. Die qRT-PCR durchlief dabei folgende
Zyklen:

Denaturierung 94 °C; 15 Sekunden
Annealing 56 °C 30 Sekunden - 40 Zyklen
Elongation 72 °C 30 Sekunden

Die Tabelle 9 zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Primer.

Tabelle 9: Eigenschaften der verwendeten Primer

Zielgen Sequenz

GAPDH forward: 5°-AGG TGA AGG TCG GAG TCA-3°
reverse: 5°-GGT CAT TGA TGG CAA CAA-3’

CYPI1Al forward: 5’TAG ACA CTG ATC TGGC TGC AG-3°
reverse: 5‘GGG AAG GCT CCA TCA GCA TC-3¢

HOX-1 forward: 5°-GCC ATG AAC TTT GTC CGG TG-3’
reverse: 5°’-GGA TGT GCT TTT CGT TGG GG-3’

Fiir die Bestimmung der mRNA-Transkript-Menge und damit der relativen Expression des
Zielgens wurde der sogenannte Ct (Cycle threshold) — Wert verwendet. Dieser Wert spiegelt
den Beginn eines exponentiellen Anstiegs des Fluoreszenzsignals innerhalb der einzelnen
Proben wieder. Die Delta-Delta-Ct-Methode, auch bekannt als 2-AACt-Methode, ist eine
einfache Formel, die zur Berechnung der relativen Genexpression der Proben einer
gRT-PCR verwendet wird. Die Methode wurde von Kenneth Livak und Thomas Schmittgen
im Jahr 2001 entwickelt (Livak und Schmittgen, 2001).
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2.13. Western Blot-Analyse
Proteinisolation und Quantifizierung

Die Zellen wurden zunéchst mit 1 ml PBS pro Well gewaschen. Die adhérent gewachsenen
Zellen wurden durch Hinzugabe von 75 pl/Well eiskaltem Radioimmunoprecipitation assay
buffer (RIPA)-Lyse-Puffer (Tabelle 10), 4 ul/ml Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) und
10 ul/ml Protease Inhibitor Cocktail (PIC) bei 4 °C, lysiert. Die Lysate wurden in Eppendorf
Reagenzgefile iiberfiihrt und zur Entfernung der Zelltrimmer bei 21.910 x g bei 4 °C fiir
15 min zentrifugiert. Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration und die Auftragung der

Proteine auf das Gel wurde nur der Uberstand verwendet.

Tabelle 10: Zusammensetzung RIPA-Lyse Puffer

RIPA-Lyse-Puffer

Tris-HCl 25 mM

NaCl 150 mM
EDTA, pH 8.0 0,1 % (v/v)
Nonidet P-40 1 % (v/v)
Desoxycholsdure 1 % (v/v)
SDS 0,1 % (w/v)
NaNj3 0,025 % (wW/v)
Protease Inhibitor Cocktail, frisch zugesetzt 10 pl/ml
Phenylmethylsulfonylfluorid 4 ul/ml

Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das Quantifizierungs-Kit ,,DC-Protein-

Assay* der Firma Bio-Rad verwendet, wie bereits beim Caspase-Aktivitits-Assay.
SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE trennt Proteine in einem elektrischen Feld nach ihrer Molekiilgrofe in einer
Gelmatrix auf. Von jeder Probe wurden 15 pg Protein mit Wasser und 4x Laemmli-
Probenpuffer in einem Probenvolumen von 20 pl verdiinnt und diese bei 94 °C fiir 5 min
denaturiert. Anschliefend wurde die Probe mit einer Spritze auf das Gel aufgetragen. Das in

dem Ladepuffer enthaltene 3-Mercaptoethanol dient dazu, die Disulfidbriicken zwischen den
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Molekiilen zu spalten. Durch das Uberdecken der Eigenladung der Proteine durch das SDS,
welches sich vor allem im Ladepuffer, aber auch in dem Sammelgel, wie auch dem Trenngel
befindet, kommt es zu einer gegenseitigen AbstoBung der gleichméafig negativ geladenen
Proteine, was mit der Denaturierung und der Spaltung der Disulfidbriicken zu einer
Linearisierung der Proteine fiihrt. Dies erlaubt eine Auftrennung nach Kettenldnge,
proportional zur Molekiilmasse, denn die lidngeren Proteine werden im Gel stirker
zuriickgehalten als kiirzere Proteine, die somit schneller zur Kathode wandern kénnen. Zur
Abschitzung der Proteingr6f3e wurden 10 pl eines Proteinstandards mit bekannten Gréfen
in einem freien Slot aufgetragen (ColorPlus Prestained Protein Ladder, Broad Range (10-
230 kDa) von der Firma New England BioLabs). Fiir eine bessere Auftrennung und schirfere
Banden wurde ein diskontinuierliches Gel auf Polyacrylamidbasis verwendet. Durch eine
angelegte elektrische Spannung wandern die negativ geladenen Proteine zunéchst durch das
groBBporige Sammelgel und konzentrieren sich an der Grenze zum Trenngel. Im engporigen
Trenngel erfolgt die eigentliche Separierung nach MolekiilgroBe. Bei der diskontinuierlichen
SDS-PAGE unterscheiden sich die Gele durch unterschiedliche pH-Werte, lonenstirken und
die Porengrof3e. Die vertikal elektrophoretische Trennung wurde in einer Kammer der Firma
Roth bei 90 V fiir eine halbe Stunde und anschliefend bei 125 V fiir nochmals zweieinhalb
Stunden durchgefiihrt. Alle verwendeten Reagenzien sind in Tabelle 11 aufgelistet.

Tabelle 11: Verwendete Reagenzien fiir die SDS-PAGE

4xLaemmeli-Probenpuffer

Tris-HCI, pH 8,0 250 mM
Glycerol 20 % (w/v)
SDS 5% (w/v)
Bromphenol blau 0,001 %(w/v)
DTT (Dithiothreitol) 100 mM
B-Mercaptoethanol 16 %

SDS-PAGE-Laufpuffer

Tris 50 mM
Glycin 384 mM
SDS 0,1%
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Sammelgel (5 %) Trenngel (12 %)
H>O 2,9 ml 4,2 ml
Acrylamid (40 % v/v) 0,5 ml 3,0 ml
1 M Tris, pH 6,8 0,5 ml /
1,5 M Tris, pH 8,8 / 2,6 ml
SDS (20 % w/v) 20 ul 50 ul
APS (20 % v/v) 20 pl 50 ul
TEMED (Tetramethylethylendiamin) 4 ul 4l

Western Blot

Beim Western Blot werden die aufgetrennten Proteine in einem elektrischen Feld, welches
senkrecht zu dem Gel steht, auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)- oder Nitrocellulose
Membran iibertragen. Die PVDF-Membran wurde 30 Sekunden in Methanol aktiviert. Die
Schwiamme, das Whatman-Papier und das Gel wurden in Transferpuffer (siche Tabelle 12)
eingelegt. Beim Aufbau der Apparatur wurde darauf geachtet, dass zwischen Papier, Gel
und Membran keine Luftblasen entstehen. Die Kammer wurde bis zur Markierung mit
Transferpuffer gefiillt und das elektrische Feld bei 100 Volt fiir eine Stunde aufrecht
gehalten.

Tabelle 12: Zusammensetzung des Transferpuffers

Transferpuffer
Tris 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol 20 % (v/v)

Immunodetektion von Proteinen

Fiir die Blockierung freier unspezifischer Bindestellen wurde die Membran fiir 1 h mit
5% BSA in TBS-T (Tris-gepufferte Salzlosung mit Tween 20) oder 5 % Milch in TBS-T
geschiittelt. Uber Nacht erfolgte die Inkubation mit einem verdiinnten IgG-Erstantikdrper

gegen das zu detektierende Protein. Verdiinnungsreagenz und Verdiinnungsfaktor wurden
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nach Herstellerangaben gewdhlt. Im Anschluss wurde die Membran dreimal fiir 10 min mit
TBS-T gewaschen, um schwécher haftende, unspezifisch gebundene Antikorper von der
Membran zu entfernen. Danach wurde der zweite Antikérper flir zwei Stunden auf die
Membran gegeben. Dieser war mit einer Meerrettichperoxidase gekoppelt und spezifisch
gegen den primdren Antikorper gerichtet. Daran schlossen erneut drei Waschschritte an. Um
die Proteine sichtbar zu machen, wurde das WesternBright ECL-Substrat (Advansta, Menlo
Park, CA, USA) nach Herstellerangaben auf die Membran gegeben. Die Chemilumineszenz
wurde mittels Rontgenfilm (Fa. Fujifilm, Tokyo) detektiert und anschlieBend mit der
Software Image Studio Lite ausgewertet. Alle verwendeten Reagenzien sind in Tabelle 13

aufgefiihrt. Die Tabelle 14 zeigt die Liste der verwendeten Antikorper.

Tabelle 13: Reagenzien fiir die Proteindetektion

TBS-T-Puffer

Tris-HCI (pH 7,4) 50 mM
NaCl 150 mM
Tween-20 0,1 % (v/v)

5 % BSA-Blockierungsreagenz
BSA in TBS-T-Puffer 5% (w/v)

Tabelle 14: Verwendete Antikérper

Antikorper Hersteller Endkonzentration

A-Tubulin ExBio #11-250-C025 1:5.000 in 5 % BSA/TBS-T

GAPDH Cell Signaling #2118 1:10.000 in 5 % BSA/TBS-T

HOX-1 Santa Cruz #sc136960 1:500 in 5 % BSA/TBS-T
Biozol #GTX-

NRF2 1:1.000 in 5 % Milch/TBS-T
GTX103322

YH2AX Cell Signaling #2577 1:1.000 in 5 % BSA/TBS-T

Anti-rabbit IgG, HRP-linked  Cell Signaling #7074 1:5.000 in 5 % BSA/TBS-T

oder Milch/TBS-T
Anti-mouse IgG, HRP-linked  Cell Signaling #7076 1:5.000 in 5 % BSA/TBS-T
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2.14. Southwestern Slot-Blot-Analyse

Zur Quantifizierung UVB-induzierter CPD wurden Southwestern Slot-Blot-Analysen
durchgefiihrt. Dafiir wurde zunichst die DNA mit dem peqGold Tissue DNA Mini Kit der
Firma VWR nach Herstellerangaben isoliert. AnschlieBend wurde die DNA mit dem Tecan
Infinite 200 Pro (Infinite® 200 PRO, Grodig, Austria) quantifiziert und es wurden jeweils
250 ng isolierte DNA fiir 5 min bei 100 °C inkubiert und nachfolgend fiir 5 min auf Eis
abgekiihlt.  AnschlieBend wurden die Proben auf eine positiv  geladene
Nitrozellulosemembran (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) unter Verwendung einer
Slot-Lot-Kammer, welche an einen Vakuumverteiler angeschlossen war, aufgetragen. Die
membrangebundene DNA wurde danach fir 30 min bei 80 °C inkubiert, fiir 1 h in
5 % Magermilch in TBS-T blockiert und nachfolgend iiber Nacht bei 4 °C mit einem
CPD-Antikorper (Cosmo Bio [Clone TDM-2], USA) in 5 % Magermilch/TBS-T inkubiert.
Am néchsten Tag wurde die Membran 3 x gewaschen und der zweite Antikorper fiir 1 h auf
die Membran gegeben. Dieser war mit einer Meerrettichperoxidase gekoppelt und spezifisch
gegen den CPD-Antikorper gerichtete. Danach wurde die Membran erneut 3 x gewaschen
und die Signale wurden mit dem WesternBright ECL-Substrat (Advansta, Menlo Park, CA,
USA) am Odyssey® Fc (LI-COR Biosciences — GmbH, Deutschland) detektiert und
anschlieBend mit der Software Image Studio Lite ausgewertet. Die verwendeten Puffer fiir

die Southwestern Slot-Blot-Analyse sind in Tabelle 15 dargestellt.

Tabelle 15: Reagenzien fiir den Southwestern Slot-Blot

TBS-T-Puffer

Tris 10 mM
NaCl 150 mM
Tween-20 0,5 % (v/v)

5 % Magermilch-Blockierungsreagenz
Magermilch in TBS-T-Puffer 5 % (w/v)
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2.15. Statistische Auswertung

Wenn nicht anders vermerkt, wurden alle Experimente mindestens dreimal unabhdngig
voneinander durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) dargestellt. Die statistischen Analysen wurden mit Graph Pad Prism 8.4.2 (GraphPad
Prism Software, Kalifornien, USA) durchgefiihrt. Bei mehr als zwei Datensétzen wurde eine
einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) vorgenommen. Bei einer Abhéngigkeit von
mehreren Faktoren wurde eine zweifaktorielle ANOVA durchgefiihrt. Ein Wert von p <0,05

wurde als statistisch signifikant betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1. Die Aktivitit des AHR beeinflusst die durch FICZ und UVA-Strahlung

induzierte Apoptose in Keratinozyten

Der AHR reguliert die Expression von CYP1Al und weiteren fremdstoffabbauenden
Enzymen (Uridine 5°-Diphospho- Glucuronosyltransferase (UDP-GT), Glutathion S-
Transferasen, etc.) und hat damit einen entscheidenden Einfluss auf den FICZ-
Metabolismus. Aus diesem Grund ist es denkbar, dass sowohl die basale als auch die
induzierbare CYP1A1-Enzymaktivitit einen Effekt auf die UV A-induzierte Phototoxizitit
von FICZ hat.

3.1.1. FICZ induziert die Genexpression von CYP1A1l und sensibilisiert HaCaT-
Zellen fiir die UV A-induzierte Apoptose

In einem initialen Experiment sollte zundchst {berpriift werden, in welchem
Konzentrationsbereich FICZ die Genexpression von CYPIA1l induziert und welche
FICZ-Konzentration im Zusammenwirken mit UVA-Strahlung phototoxische Effekte
induziert. Die Aktivitit der Caspase-3 wurde als Marker fiir die Phototoxizitdt gemessen.
Wie in Abbildung 8.A dargestellt, steigerte eine Behandlung mit FICZ die Genexpression
von CYP1AL1 dosisabhingig. Dabei lag die FICZ-Konzentration, die zur Aktivierung des
AHR bzw. zur Induktion von CYP1ALI fiihrte, zwischen 1 nM und 10 nM (Abb. 8.A).

Eine 30-miniitige Behandlung der Zellen mit FICZ sowie eine nachfolgende Bestrahlung
mit 5 J/cm? UVA resultierte nach vierstiindiger Inkubation nur bei der hdchsten getesteten
Konzentration (100 nM) in einer signifikanten Induktion der Caspase-3 Aktivitét (Abb. 8.B).
Eine Exposition der HaCaT-Zellen mit FICZ oder UVA-Strahlung alleine hatte keine
messbaren Auswirkungen auf die Caspase-3 Aktivitit. Eine Behandlung der Zellen mit
50 nM FICZ und eine anschlieBende UV A-Bestrahlung fiihrte jedoch ebenfalls zu einem
leichten Anstieg der Caspase-3 Aktivitit. Der pro-apoptotische bzw. UV A-sensibilisierende

Konzentrationsbereich von FICZ liegt demnach zwischen 25 nM und 50 nM nach 30 min.
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Abbildung 8: FICZ induziert die Genexpression von CYP1A1 und sensibilisiert HaCaT-Zellen fiir die
UV A-induzierte Apoptose.

A: HaCaT-Keratinozyten wurden fiir 6 h mit steigenden FICZ-Konzentrationen (1 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM,
100 nM) sowie Losemittel belastet. Im Anschluss wurde die mRNA-Menge von CYP1A1 mittels qRT-PCR
bestimmt und auf die GAPDH Transkriptmenge normiert. n = 2. Mittelwert + SEM B: HaCaT-Keratinozyten
wurden fiir 30 min mit 10 nM, 25 nM, 50 nM, und 100 nM FICZ oder 0,1 % DMSO vorbelastet und
anschlieBend mit 5 J/cm? UV A oder sham (unbestrahlt) bestrahlt. Nach 4 h wurden die Zellen lysiert und die
Aktivitdt der Caspase-3 bestimmt sowie eine Proteinbestimmung mit dem Bradford Assay durchgefiihrt. Fiir
die statistische Auswertung wurde eine zweifaktorielle ANOVA angewendet. n = 3. Mittelwert + SEM,
(*, p < 0,05 bezogen auf DMSO sham).

Interessanterweise zeigten Untersuchungen an immortalisierten HaCaT-Keratinozyten
sowie NHEK, dass im Vergleich zu einer zweistiindigen Vorbehandlung eine vierstiindige
Belastung mit 100 nM FICZ vor UVA-Exposition die Caspase-3 Aktivitit signifikant
reduzierte (Abb. 9).
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Abbildung 9: Lingere Inkubationszeiten mit FICZ reduzieren die durch FICZ und UVA-Strahlung
induzierte Caspase-3 Aktivitiit.

HaCaT-Keratinozyten (A) und NHEK (B) wurden fiir 2 h und 4 h mit 100 nM FICZ oder 0,1 % DMSO
vorbelastet und anschlieend mit einer UVA-Dosis von 5 J/cm? bestrahlt. Nach 4 h wurden die Keratinozyten
lysiert und die Aktivitit der Caspase-3 bestimmt sowie eine Proteinbestimmung mit dem Bradford Assay
durchgefiihrt. Fiir die statistische Auswertung wurde eine zweifaktorielle ANOVA angewendet. n = 3.
Mittelwert £ SEM, (*, p < 0,05 bezogen auf DMSO sham).
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Des Weiteren wurde der prozentuale Anteil von spit-apoptotischen Zellen in der subGi-
Phase mit dem Nicoletti-Assay bestimmt. Die NHEK wurden dazu mit 50 nM und 100 nM
FICZ vorbehandelt (2 h und 4 h), anschlieend mit UVA (5 J/cm?) bestrahlt und fiir 24 h
inkubiert. Eine Behandlung der NHEK mit 50 nM und 100 nM FICZ fiir 2 h und 4 h und
eine nachfolgende UV A-Bestrahlung mit 5 J/cm? resultierte in einer vermehrten Anzahl von

Zellen in der subGi-Phase (Abb.10).
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Abbildung 10: Lingere Inkubationszeiten mit FICZ reduzieren die durch FICZ und UVA-Strahlung
induzierte Apoptose.

A: NHEK wurden fiir 2 h und 4 h mit 50 nM FICZ (A) und 100 nM FICZ (B) vorbelastet und anschliefend
mit 0 oder 5 J/em? UV A-Strahlung belastet. Nach 24 h wurden die Zellen im Nicoletti-Puffer lysiert und mittels
Propidum-lodid wurde der Zellzyklus analysiert. Die Anzahl an apoptotischen (subG;) Zellen ist graphisch
dargestellt. n = 2. Mittelwert = SEM.

Eine vierstiindige Vorbelastung mit 50 nM FICZ, verglichen mit einer zweistlindigen
Vorbelastung, reduzierte die Anzahl der FICZ und UVA-Strahlung (FICZ/UVA-)
induzierten apoptotischen Zellen um mehr als 50 % (Abb. 10.A, B). Dieselbe Behandlung
der NHEK mit 100 nM FICZ und einer anschlieBenden UV A-Bestrahlung hemmte die
Apoptose um ca. 10 % (Abb. 10.B).

Diese Ergebnisse gaben einen ersten Hinweis auf einen zeitabhingigen Abbau des

Tryptophan-Photoprodukts FICZ.

3.1.2. Ein AHR-knockdown  fithrt zu einer Steigerung der durch
FICZ/UVA- induzierten Apoptose in Keratinozyten

Um zu tberpriifen, ob die Aktivitit des AHR malgeblich einen Einfluss auf die
UVA-induzierte  Phototoxizitit von FICZ besitzt, wurden 1im Folgenden

HaCaT-Keratinozyten verwendet, die stabil mit einer AHR-gerichteten shRNA bzw. einem
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entsprechenden Leervektor transduziert wurden (HaCaT-shAHR, HaCaT-EV; (Fritsche et
al., 2007)). Die Leervektor-Kontrollzellen (HaCaT-EV-) und die HaCaT-shAHR-
Keratinozyten wurden fiir jeweils 1 h, 2 hund 4 h mit FICZ (50 nM oder 100 nM) vorbelastet
und anschliefend mit 5 J/cm?> UVA bestrahlt. Nach 4 h wurde die Caspase-3 Aktivitit
gemessen und nach 24 h Inkubation die Anzahl apoptotischer Zellen mittels
Nicoletti-Farbung bestimmt (Abb. 11). Nach Behandlung der AHR-profizienten
Keratinozyten mit 50 nM bzw. 100 nM FICZ und anschlieBender UV A-Exposition, wurde
eine zeitabhingige Abnahme der Caspase-3 Aktivitdt beobachtet (Abb. 11.B, C).
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Abbildung 11: Eine gentechnische Hemmung der AHR Expression fiihrt zu einer Steigerung der durch
FICZ/UVA-induzierten Apoptose in Keratinozyten.

A-C: HaCaT-EV-und HaCaT-shAHR-Keratinozyten wurden fiir 1 h, 2 hund 4 h mit 50 nM FICZ (n = 2) oder
100 nM FICZ (n = 6) behandelt und im Anschluss mit 0 oder 5 J/cm? UVA bestrahlt. Nach 4 h wurden die
Zellen lysiert und mit dem Caspase-3-Assay untersucht sowie eine Proteinbestimmung nach Bradford
durchgefiihrt. Fiir die statistische Auswertung wurde eine zweifaktorielle ANOVA angewendet. n = 6.
Mittelwert = SEM, (*, p < 0,05 bezogen auf HaCaT-EV DMSO sham). D: HaCaT-EV- und HaCaT-shAHR-
Keratinozyten wurden fiir 1 h, 2 h und 4 h mit FICZ behandelt, bevor diese mit 5 J/cm? UV A-Strahlung belastet
wurden. Nach 24 h wurden die Zellen im Nicoletti-Puffer lysiert und mittels Propidum-lodid wurde der
prozentuale Anteil apoptotischer Zellen bestimmt. Fiir die statistische Auswertung wurde eine zweifaktorielle
ANOVA angewendet. n = 3. Mittelwert = SEM, (*, p < 0,05 bezogen auf HaCaT-EV DMSO sham).

Im Gegensatz dazu wiesen die AHR-defizienten Keratinozyten keine zeitabhdngige

Abnahme der Caspase-3 Aktivitdt auf. Im Vergleich zu den Kontrollzellen zeigten AHR-
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knockdown-Zellen nach vierstiindiger FICZ Exposition und UVA-Bestrahlung eine
signifikant gesteigerte Caspase-3 Aktivitit (Abb. 11.B, C). Wie erwartet, fiihrte eine
Behandlung der Zellen mit 100 nM FICZ im Vergleich zur Testreihe mit 50 nM FICZ nach
UVA-Bestrahlung zu einer deutlich hoheren Aktivitdt der Caspase-3 (Abb 11.B, C). Eine
Behandlung mit FICZ sowie UV A-Strahlung alleine zeigte erneut keine vermehrte Aktivitét
der Caspase-3 (Abb. 11A). Um zu iiberpriifen, ob die Aktivierung der Caspase-3 zu einem
Anstieg apoptotischer Zellen flihrte, wurde zusédtzlich die prozentuale Anzahl von Zellen in

der subGi-Phase mittels Nicoletti-Farbung bestimmt (Abb. 11.D).

Die Behandlung der AHR-defizienten Zellen mit 100 nM FICZ fiir 1 h, 2 h und 4 h und eine
nachfolgende UV A-Bestrahlung fiihrten zu einem Anstieg apoptotischer Zellen von 3 % auf
30 %. Die Belastung der AHR-profizienten-Keratinozyten mit FICZ und UV A-Strahlung
zeigte einen zeitabhdngigen Abfall apoptotischer Zellen von ca. 20 % nach einstiindiger
FICZ Inkubation, auf ca. 6 % nach einer vierstiindigen Exposition mit FICZ. Im Vergleich
zu den HaCaT-EV-Keratinozyten zeigten HaCaT-shAHR-Keratinozyten nach vierstiindiger
FICZ Exposition und UVA-Bestrahlung einen signifikanten Anstieg apoptotischer Zellen.
Die Ergebnisse des Nicoletti-Assays reflektieren somit die Ergebnisse der Caspase-3
Aktivitditsmessung. Zusammenfassend deuten die bisherigen Daten darauthin, dass die durch
FICZ/UV A-induzierte Apoptose maf3geblich iiber die Aktivitit des AHR reguliert wird. Im
Folgenden wurde daher der Einfluss eines exogen zugesetzten AHR-Agonisten auf die

FICZ/UV A-induzierte Phototoxizitét analysiert.

3.1.3. Eine Aktivierung des AHR durch Tapinarof stimuliert die Enzymaktivitiit von
CYP1AL1 in Keratinozyten

Tapinarof ist eine natiirlich vorkommende Arzneimittelsubstanz, die topisch appliziert, zur
Behandlung von chronisch-entziindlichen Hauterkrankungen, wie der AD und der
Schuppenflechte (Psoriasis) eingesetzt werden kann. In weiteren Studien konnte zudem
gezeigt werden, dass Tapinarof an das AHR-Protein bindet und nachgeschaltete Signalwege
aktivieren kann (Smith et al., 2017). In der Tat induzierte eine 24-stlindige Behandlung der
HaCaT-Zellen mit 1 pM Tapinarof die mRNA Expression von CYP1Al um das
ca. 150-fache (Mittelwert: 148,08 = SEM: 61,966). Zusitzlich wurde die Genexpression von
HOX-1 bestimmt. Diese zeigte einen Anstieg um das 1,6-fache (Mittelwert: 1,587 +
SEM:0,366). Im Folgenden wurde mittels EROD-Assay iiberpriift, ob Tapinarof die
Enzymaktivitit von CYP1Al in HaCaT-Keratinozyten induziert. Der EROD-Assay
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detektiert spezifisch die Aktivitdt der Isoenzyme CYP1Al und CYPIA2. Da CYP1A2
jedoch hauptséchlich in der Leber, nicht aber in humanen Keratinozyten exprimiert wird
(Baron et al., 2001), sind die nachfolgend gezeigten EROD-Aktivititen mit der
Enzymaktivitit von CYPIA1 gleichzusetzen. Eine Behandlung der HaCaT-Zellen mit
0,1 uM, 0,5 uM und 1 uM Tapinarof steigerte den CYP1Al-katalysierten Umsatz von
7-Ethoxyresorufin zu Resorufin signifikant auf ca. 70 pmol/min/mg Protein (Abb. 12A).
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Abbildung 12: Tapinarof stimuliert die Enzymaktivitit von CYP1A1 in Keratinozyten.

A: HaCaT-Zellen wurden fiir 24 h mit 0,1 pM, 0,5 uM und 1 uM Tapinarof behandelt und nachfolgend wurde
die CYP1A1-Enzymaktivitit mit dem EROD-Assay analysiert. Fiir die statistische Auswertung wurde eine
einfaktorielle ANOVA angewendet. n = 3. Mittelwert £ SEM, (*, p < 0,05) B: NHEK wurden fiir 24 h mit
0,1 pM Tapinarof behandelt. AnschlieBend wurde die CYP1Al-Enzymaktivitit mit dem EROD-Assay
bestimmt. Fiir die statistische Auswertung wurde ein ungepaarter T-Test verwendet. n = 3. Mittelwert + SEM,
(*, p <0,05).

Dabei zeigte sich, dass bereits die niedrigste getestete Konzentration zu einer maximalen
EROD Aktivitét fithrte. Eine Belastung der NHEK mit 0,1 uM Tapinarof stimulierte den
CYP1Al-vermittelten Substratumsatz auf 100 pmol/min/mg Protein (Abb. 12B). Aus
diesem Grund sollte nun getestet werden, ob Tapinarof durch eine verstirkte Expression von
CYPIA1 zu einem vermehrten Abbau von FICZ fiihrt und demnach die FICZ/UVA-

induzierte Caspase-Aktivitdt hemmt.

3.1.4. Tapinarof reduziert AHR-abhingig die durch FICZ/UV A-induzierte Apoptose

in Keratinozyten

HaCaT- und HaCaT-shAHR-Keratinozyten wurden mit 1 uM Tapinarof oder 0,1 % DMSO
vorbelastet. Vierundzwanzig Stunden spiter wurden die Zellen fiir 1 h mit 100 nM FICZ
oder 0,1 % DMSO behandelt und anschlieffend mit 5 J/cm? UV A bestrahlt. Nach 4 h wurde
die Caspase-3 Aktivitdt in den Zellen bestimmt (Abb. 13).
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Abbildung 13: Tapinarof vermindert AHR-abhiingig die durch FICZ/UVA-induzierte Apoptose in
HaCaT-Keratinozyten.

HaCaT- (A) und HaCaT-shAHR-Zellen (B) wurden fiir 24 h mit 1 pM Tapinarof oder 0,1 % DMSO belastet.
Im Anschluss wurde fiir 1 h 100 nM FICZ hinzugegeben, die Zellen mit 5 J/cm? UV A bestrahlt und fiir weitere
4 h inkubiert. Nachfolgend wurde die Caspase-3 Aktivitdt bestimmt sowie eine Proteinbestimmung mit dem
Bradford Assay durchgefiihrt. Fiir die statistische Auswertung wurde eine zweifaktorielle ANOVA
angewendet. n = 3. Mittelwert = SEM, (*, p < 0,05 bezogen auf DMSO sham).

Eine Exposition der Zellen mit Tapinarof, DMSO und UV A-Strahlung hatte keinen Einfluss
auf die basale Caspase-3 Aktivitit. Es wurde daher davon ausgegangen, dass Tapinarof in
der eingesetzten Testkonzentration keine nennenswerten UV A-phototoxischen Wirkungen
entfacht. Die Abbildung 13.A zeigt, dass eine Behandlung mit Tapinarof die durch
FICZ/UV A-induzierte Caspase-3 Aktivitit in AHR-profizienten-Zellen signifikant hemmte.
Eine entsprechende Behandlung der HaCaT-shAHR-Keratinozyten hatte keinerlei
Auswirkungen auf die durch FICZ/UV A-induzierte Caspase-3 Aktivitit (Abb. 13.B). Diese
Befunde implizieren, dass eine gesteigerte Expression und Enzymaktivitit AHR-abhingiger
Zielgene die durch FICZ-Behandlung und UV A-Strahlung induzierte Apoptose hemmen.
Nachfolgend sollten diese Beobachtungen in NHEK verifiziert werden. Hierfiir wurden
NHEK mit 0,1 uM Tapinarof oder 0,1 % DMSO fiir 24 h vorbelastet. AnschlieBend wurden
100 nM FICZ oder 0,1 % DMSO fiir 1 h hinzugegeben und die Zellen mit 5 J/cm? UVA
bestrahlt. Eine Co-Behandlung der Tapinarof exponierten Zellen mit 100 nM FICZ fiir 1 h
zeigte keine Verdnderung der durch FICZ-Behandlung und UV A-Bestrahlung induzierten
Caspase-3 und -9 Aktivititen (Abb. 14.A, B). Die Caspase-9 Aktivitit ist ein Marker fiir den
intrinsischen Weg der Apoptose. Eine vermehrte Aktivitit dieser Caspase gibt somit einen
Hinweis darauf, dass die durch FICZ/UV A-induzierte Apoptose iliber den intrinsischen Weg

verlauft.
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Abbildung 14: Tapinarof reduziert die durch FICZ/UV A-induzierte Apoptose in NHEK.

A-B: NHEK wurden fiir 24 h mit 0,1 uM Tapinarof oder 0,1 % DMSO belastet. Im Anschluss wurden fiir 1 h
100 nM FICZ hinzugegeben, die Zellen mit 5 J/cm? UVA bestrahlt und die Zellen fiir weitere 4 h inkubiert.
Nachfolgend wurde die Caspase-3 und -9 Aktivitit bestimmt sowie eine Proteinbestimmung mit dem Bradford
Assay durchgefiihrt. Fiir die statistische Auswertung wurde eine zweifaktorielle ANOVA angewendet. n = 3.
Mittelwert + SEM, (*, p < 0,05 bezogen auf DMSO sham). C-D: NHEK wurden fiir 24 h mit 0,1 pM Tapinarof
oder 0,1 % DMSO belastet. AnschlieSend wurden fiir 2 h 100 nM FICZ hinzugegeben, die Zellen mit 5 J/cm?
UVA bestrahlt, fiir weitere 4 h inkubiert und nachfolgend die Caspase-3 und -9 Aktivitdt bestimmt und eine
Proteinbestimmung nach Bradford durchgefiihrt. Fiir die statistische Auswertung wurde eine zweifaktorielle
ANOVA angewendet. n = 3. Mittelwert + SEM, (*, p < 0,05 bezogen auf DMSO sham).

Um zu iiberpriifen, ob FICZ in NHEK moglicherweise verzogert abgebaut wird, wurden die
NHEK fiir 2 h mit 100 nM FICZ oder 0,1 % DMSO belastet und nachfolgend mit
5J/em*> UVA bestrahlt. Wie in Abbildung 14.C und 14.D ersichtlich, deuteten die
Ergebnisse daraufhin, dass Tapinarof die FICZ/UV A-induzierte Caspase-3 und -9 Aktivitit

vermindert.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine Inhibierung des AHR die durch
UVA-Strahlung induzierte Apoptose von FICZ verstérkte, wohingegen eine Aktivierung des
AHR die Caspase-3 und -9 Aktivitdt verringerte.
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3.1.5. Eine simultane UVA- und UVB-Bestrahlung stimuliert die Caspase-3 Aktivitit
in AHR-knockdown-Keratinozyten

Im Folgenden wurde der Einfluss einer simultanen UVA- und UVB-Strahlung auf die
Caspase-3 Aktivitdt in AHR-profizienten und AHR-knockdown Keratinozyten analysiert.
Untersuchungen von Fritsche ef al. konnten zeigen, dass in Antwort auf eine
UVB-Bestrahlung mit 600 J/m?, ca. 80 pM FICZ in HaCaT-Zellen gebildet wird (Fritsche et
al., 2007). Daher sollte die exogene FICZ-Zugabe durch eine simultane Bestrahlung mit
UVA und UVB simuliert werden. Eine Hemmung des AHR vor einer UVB-Exposition sollte
demnach zu einer Akkumulierung von FICZ in epidermalen Zellen fithren und somit die
UVA-induzierten phototoxischen Effekte von FICZ induzieren. Um diese Hypothese zu
tiberpriifen wurden HaCaT-EV- und HaCaT-shAHR-Keratinozyten einzeln mit
2,8 J/em? UVA und 400 J/m? UVB sowie simultan mit 2,8 J/cm? UVA und 400 J/m?> UVB
bestrahlt (Abb. 15). Als Positivkontrolle wurde zudem erneut die durch
FICZ/UV A-induzierte Apoptose detektiert. Hierzu wurden die HaCaT-EV- und
HaCaT-shAHR-Keratinozyten mit 100 nM FICZ vorbelastet und anschliefend mit
2,8 J/ecm? UV A bestrahlt.

157 mm HaCaT-eV
Il HaCaT-shAHR

Caspase-3 Aktivitit
(n-faches der Kontrolle)

- + - + +  UVA (@28 J/em?)
- - + + - UVB (400 J/m?)
- - - - +  FICZ (100 nM)

Abbildung 15: Eine simultane UVA- und UVB-Bestrahlung stimuliert die Caspase-3 Aktivitit in
AHR-knockdown-Keratinozyten.

AHR-profiziente und -defiziente Keratinozyten wurden einzeln mit 400 J/m* UVB-Strahlung und 2,8 J/cm?
UVA-Strahlung und simultan mit 400 J/m? UVB- und 2,8 J/cm? UV A-Strahlung exponiert. Ein Teil der Zellen
wurde zudem mit 100 nM FICZ vorbelastet und nachfolgend mit 2,8 J/em*> UVA bestrahlt. Anschlieend
wurden die Zellen fiir 4 h in Zellkulturmedium inkubiert und nachfolgend die Caspase-3 Aktivitdt bestimmt.
Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem Bradford Assay. Fiir die statistische Auswertung wurde eine
zweifaktorielle ANOVA angewendet. n = 4. Mittelwert + SEM, (*, p < 0,05 bezogen auf HaCaT-EV DMSO
sham).
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Eine alleinige Bestrahlung mit 2,8 J/cm* UVA zeigte keine vermehrte Induktion der
Caspase-3 Aktivitit, wie in den vorangegangenen Experimenten. Diese Beobachtung steht
im Einklang mit bereits publizierten Daten. Demnach kommt es erst bei steigenden
UVA-Dosen ab 10 J/cm? zu apoptotischen Effekten in Keratinozyten (He et al., 2004; Boyer
et al., 2012). Eine Hemmung des AHR hingegen steigerte die UVB-induzierte Apoptose,
womit bereits publizierte Daten unserer Arbeitsgruppe bestdtigt werden konnten
(Frauenstein et al., 2013; Pollet et al., 2018). Eine simultane Bestrahlung mit UVA und UVB
resultierte  ebenfalls in einer gesteigerten Caspase-3  Aktivitdit in  den
HaCaT-shAHR-Keratinozyten. Wie erwartet, reflektierte die Behandlung der Zellen mit
FICZ und UV A-Strahlung die Befunde der simultanen UVA- und UVB-Bestrahlung. Diese
Befunde weisen darauf hin, dass eine Hemmung des AHR bei simultaner UVA-/UVB-
Exposition zu einer verstdrkten Phototoxizitit von FICZ fiihrt. Interessanterweise zeigte das
simultane Bestrahlungsexperiment jedoch, dass UV A-Strahlung die durch UVB-Exposition
induzierte Caspase-3 Aktivitét signifikant hemmte. Diese Ergebnisse wurden nicht erwartet.
Der Arbeitshypothese zufolge sollte das durch UVB-Strahlung generierte Photoprodukt
FICZ in HaCaT-shAHR-Keratinozyten UV A-phototoxische Effekte aufzeigen und somit die
UVB-Strahlung induzierte Stressantwort verstirken. Diese gesteigerte Stressantwort sollte
demnach zu einer vermehrten Induktion der Apoptose fithren. Aus diesem Grund wurden im
letzten Teil dieser Arbeit (sieche Abschnitt 4.5.) weitere Versuche in HaCaT-Keratinozyten
und NHEK sowie Bestrahlungsstudien an Mdusen durchgefiihrt, um zu verifizieren, ob und
wenn ja, in welchem Ausmaf eine simultane Bestrahlung mit UVA Einfluss auf die UVB-

induzierte Stressantwort ausiibt.

3.2. Die durch FICZ und UVA-Strahlung induzierte oxidative Stressantwort wird
durch den metabolischen Abbau von FICZ beeinflusst

Die Phototoxizitit einer Substanz beschreibt einen Prozess, bei dem es iiber die Bildung von
ROS zur Induktion antioxidativ-wirkender Enzyme, oxidativen DNA-Schéden und letzten
Endes bei einem zu groBBen Schaden zur Einleitung der Apoptose kommt (Redza-Dutordoir
und Averill-Bates, 2016). Im Folgenden sollte daher iiberpriift werden, ob die in den
HaCaT-shAHR-Keratinozyten beobachtete gesteigerte Apoptose, nach kombinierter
FICZ/UV A-Behandlung, eine vermehrte Bildung von oxidativem Stress vorausging. Eine
Hemmung des AHR sollte die Enzymaktivitit von CYP1Al und somit auch den

metabolischen Abbau von FICZ vermindern. Gesteigerte FICZ-Level in Antwort auf eine
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UVA-Bestrahlung miissten somit zu einer vermehrten Bildung von ROS und einer

gesteigerten antioxidativen Stressantwort fiihren.

3.2.1. Der metabolische Abbau von FICZ wird durch die Aktivitat des AHR bestimmt

Zunichst wurde die Induzierbarkeit der katalytischen Aktivitit von CYP1A1 in HaCaT-EV-
und HaCaT-shAHR-Zellen untersucht (Abb. 16.A). Zu diesem Zweck wurden die
Keratinozyten fiir 6 h, 8 h, 12 h und 24 h mit FICZ belastet und anschliefend ein
EROD-Assay durchgefiihrt (Abb. 16.A).
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Abbildung 16: Der metabolische Abbau von FICZ wird durch die Aktivitit des AHR bestimmt.

A: HaCaT-EV- und HaCaT-shAHR-Keratinozyten wurden fiir 6 h, 8 h, 12 h und 24 h mit 100 nM FICZ
behandelt. Anschlieend erfolgte die Enzymaktivitdtsmessung mit dem EROD-Assay. Fiir die statistische
Auswertung wurde eine zweifaktorielle ANOVA angewendet. n = 3. Mittelwert = SEM, (*, p < 0,05 bezogen
auf HaCaT-EV DMSO sham). B+C: HaCaT-EV- und HaCaT-shAHR-Keratinozyten wurden fiir 30 min, 60
min, 120 min und 240 min mit 50 nM FICZ (B) oder 100 nM FICZ (C) belastet. Anschlieend wurde das
Zellkulturmedium abgenommen, mit Acetonitril versetzt und mittels HPLC wurde die FICZ-Konzentration
bestimmt. Fiir die statistische Auswertung wurde eine zweifaktorielle ANOVA angewendet. n = 4.
Mittelwert = SEM, (*, p < 0,05 signifikanter Unterschied der FICZ-Konzentration im Medium zwischen
HaCaT-EV- und HaCaT-shAHR-Keratinozyten; #, p < 0,05 signifikant verringert bezogen auf die 0 h
Belastung mit 50 nM oder 100 nM FICZ der HaCaT-EV-Keratinozyten).
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Die HaCaT-EV-Zellen zeigten einen zeitabhdngigen Anstieg der CYP1A1-Enzymaktivitit,
der nach 24 h wieder abnahm. Diese Abnahme ist vermutlich darin begriindet, dass FICZ
metabolisiert wurde und die Induktion der CYP1A1-Genexpression folglich abschwichte.
Die HaCaT-shAHR-Zellen hingegen zeigten nahezu keine CYP1A1-Enzymaktivitit auf. Es
wurde daher davon ausgegangen, dass diese Zellen das CYP1A1-Substrat nur vermindert
metabolisieren konnen. In Kooperation mit Julien Dairou von der Universitét in Paris wurde
daher das FICZ-Level anhand von HPLC-Messungen im Medium von AHR-profizienten
und AHR-knockdown Keratinozyten analysiert. HaCaT-shAHR-Keratinozyten und die
entsprechenden Kontrollzellen wurden dafiir mit 50 nM und 100 nM FICZ belastet. Nach
30 min, 60 min, 120 min und 240 min Inkubationszeit wurden 500 pl des Mediums mit

500 pl Acetonitril versetzt und fiir die analytischen Messungen nach Paris versendet.

Die in Abbildung 16.B, C dargestellten Ergebnisse der HPLC-Messung zeigten, dass die
FICZ-Konzentration im Medium der AHR-profizienten-Keratinozyten zeitabhingig
gesunken war. Diese signifikante Abnahme in den Kontrollzellen um mehr als 50 % wurde
bei Verwendung beider Ausgangskonzentrationen, 50 nM FICZ und 100 nM FICZ,
beobachtet. Die Behandlung der HaCaT-shAHR-Keratinozyten mit 50 nM und 100 nM
FICZ hingegen resultierte in einem Abfall von ca. 15% nach 240 min. Der Vergleich der
HaCaT-EV- mit den HaCaT-shAHR-Keratinozyten zeigte, dass nach 240 min
Inkubationszeit die FICZ-Konzentration im Medium AHR-profizienter-Zellen signifikant
verringert war. Diese Beobachtungen implizieren, dass durch eine Hemmung des AHR der

metabolische Abbau von FICZ inhibiert wird.

3.2.2. FICZ und UVA-Strahlung fithren zu einem Anstieg von ROS in
AHR-knockdown-Zellen

Als néchstes wurde tberpriift, welchen Einfluss eine Exposition der AHR-profizienten und
AHR-knockdown Keratinozyten mit FICZ und UVA-Strahlung auf die Generierung von
ROS hat. Dafiir wurden diese fiir 4 h mit 100 nM FICZ vorbehandelt und anschlieBend mit
5 J/em? UVA bestrahlt. Nach 1 h wurden die Zellen fiir die Farbung mit dem fluorogenen
Farbstoff MitoSox vorbereitet und mittels Durchflusszytometrie analysiert (Abb. 17). Die
Oxidation von MitoSox durch Superoxid erzeugt ein rotes Fluoreszenzsignal und ist ein

Hinweis fiir oxidativen Stress in einer Zelle.
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Abbildung 17: FICZ und UV A-Strahlung induzieren ROS in AHR-knockdown-Keratinozyten.

HaCaT-EV- und HaCaT-shAHR-Keratinozyten wurden fiir 4 h mit 100 nM FICZ behandelt. Im Anschluss
wurden die Zellen mit 0 und 5 J/cm? UVA bestrahlt. Nach 1 h wurden die Zellen trypsiniert und mit dem
fluorogenen Farbstoff MitoSox gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert. Dargestellt sind eine
quantitative Auswertung (A) sowie eine repriasentative Darstellung des Histogramms (B). Fiir die statistische
Auswertung wurde eine zweifaktorielle ANOV A angewendet. n = 4. Mittelwert + SEM, (*, p < 0,05 bezogen
auf HaCaT-EV DMSO sham).

In der Tat zeigten die mit FICZ und UVA-Strahlung exponierten HaCaT-shAHR-Zellen
einen Anstieg der Fluoreszenzintensitit des MitoSox. Die Kontrollbehandlungen sowie eine
UVA-Bestrahlung FICZ-vorbehandelter HaCaT-EV-Zellen fiihrte zu keiner Steigerung der
Fluoreszenzintensitét. In einem weiteren Versuch wurde anschliefend tiberpriift, ob die in
HaCaT-shAHR-Zellen beobachtete vermehrte ROS-Bildung mit einer verstérkten Induktion

des antioxidativ wirkenden Enzyms HOX-1 einherging.

3.2.3. Eine Behandlung mit FICZ und UVA-Strahlung stimuliert die Genexpression

des antioxidativ wirkenden Enzyms HOX-1 in Keratinozyten

Die HaCaT-EV- und HaCaT-shAHR-Keratinozyten wurden fiir 4 h mit 100 nM FICZ
vorbehandelt, anschlieflend mit 5 J/cm? UVA bestrahlt und nach weiteren 6 h wurden die
Zellen fiir qRT-PCR-basierte Expressionsanalysen aufbereitet (Abb. 18). Die unbestrahlten
HaCaT-EV-und HaCaT-shAHR-Keratinozyten zeigten keine gesteigerte Genexpression der
HOX-1. Des Weiteren konnte weder nach einer Behandlung mit 100 nM FICZ noch nach
einer Bestrahlung mit UVA ein Anstieg der HOX-1 Kopienzahl beobachtet werden.
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Abbildung 18: FICZ und UVA-Strahlung steigert die Genexpression von HOX-1 in Keratinozyten.

HaCaT-EV- und HaCaT-shAHR-Keratinozyten wurden fiir 4 h mit 100 nM FICZ behandelt. Im Anschluss
wurden die Zellen mit 0 und 5 J/cm? UV A-Strahlung bestrahlt. Nach 6 h wurden die Zellen geerntet und die
Genexpression von HOX-1 mittels qRT-PCR-Analyse untersucht. Die HOX-1 Transkriptmenge wurde auf die
GAPDH Kopienzahl normiert und ist als n-faches der DMSO-behandelten Kontrollzellen dargestellt. Fiir die
statistische Auswertung wurde eine zweifaktorielle ANOV A angewendet. n = 4. Mittelwert £ SEM, (*p < 0,05
bezogen auf HaCaT-EV DMSO sham).

Eine Behandlung der HaCaT-Keratinozyten mit FICZ wund eine anschlieende
UVA-Bestrahlung hingegen zeigten eine signifikant stidrkere Induktion der HOX-1
Genexpression in den AHR-profizienten und AHR-knockdown Keratinozyten. Im Vergleich
zu den HaCaT-EV-Zellen kam es jedoch zu einer signifikant starkeren durch FICZ und
UVA-Strahlung induzierten HOX-1 Genexpression in den HaCaT-shAHR-Keratinozyten.
Die HOX-1 ist ein Zielgen des NRF2, weshalb die Daten implizieren, dass der
NRF2-Signalweg moglicherweise an der durch UVA-Strahlung induzierten Phototoxizitat
von FICZ beteiligt zu sein scheint. Daher wurde in einem weiteren Versuch tiberpriift, ob
eine Hemmung des NRF2-Signalweges ebenfalls die FICZ/UVA-induzierte Apoptose

stimuliert.

3.2.4. NRF2-defiziente Keratinozyten zeigen eine gesteigerte durch FICZ und UVA-
Strahlung induzierte Caspase-3, -8 und -9 Aktivitit

Fiir die Annahme, dass das NRF2-Protein mafigeblich an der UV A-Strahlung induzierten
Phototoxizitit von FICZ beteiligt ist, wurde mittels CRISPR/Cas9 das NRF2-Gen
ausgeschaltet, sodass es zu einer deutlich verminderten oder gar ausbleibenden Induktion
antioxidativ-wirkender Enzyme kommen sollte. Die Generierung der HaCaT-NRF2-
knockout (NRF2-KO)-Zellen erfolgte durch die von Dr. Andrea Rossi geleitete IUF Core
Unit ,,Modellentwicklung®. Die Charakterisierung der HaCaT-NRF2-KO-Zellen wurde
mittels Western Blot und qRT-PCR basierter Analysen bestétigt (Abb. 19). Fiir die
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Charakterisierung wurden die Kontrollzellen sowie die HaCaT-NRF2-KO-Zellen fiir 16 h
mit 70 uM 3H-1, 2-dithiole-3-thione (D3T), einem NRF2-Stabilisator, behandelt. Der
repriasentative Western Blot zeigte, dass eine Behandlung mit D3T zu einem gesteigerten
Proteinlevel in den HaCaT-Zellen flihrte. Die NRF2-defizienten Zellen hingegen zeigten
kein Signal fir das NRF2-Protein, weder nach DMSO-Behandlung noch nach
D3T-Exposition (Abb. 19.A).
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Abbildung 19: Charakterisierung der NRF2-knockout Keratinozyten.

HaCaT- und HaCaT-NRF2-KO-Zellen wurden fiir 16 h mit 70 uM D3T belastet. A: Die Zellen wurden lysiert
und der Proteingehalt von NRF2 und GAPDH mittels Western Blot-Analyse detektiert. Reprasentativer
Western Blot fiir die Proteine NRF2 und GAPDH. B: qRT-PCR-basierte Analyse der HOX-1 Kopienzahl,
normiert auf die GAPDH Transkriptmenge. n = 2. Mittelwert + SEM.

Die qRT-PCR-basierte Analyse ergab, dass eine Behandlung mit D3T nur in den
Kontrollzellen, nicht aber in den HaCaT-NRF2-KO-Zellen, zu einer mehr als 10-fachen
Induktion des NRF2-Zielgens HOX-1 fiihrte. Im Vergleich mit den HaCaT-Zellen, zeigten
die HaCaT-NRF2-KO-Zellen zudem eine verminderte basale Expression des HOX 1-Gens
auf (Abb. 19.B). Als néchstes wurde liberpriift, ob in den NRF2-defizienten Keratinozyten
die durch FICZ und UV A-Strahlung induzierte HOX-1 Genexpression ebenfalls verringert
ist. Die HaCaT-NRF2-KO-Zellen sowie die Kontrollzellen wurden daher fiir 1 h, 2 h und 4
h mit 100 nM FICZ vorbelastet, anschlieBend mit 5 J/cm? UVA bestrahlt, fiir weitere 6 h
inkubiert und nachfolgend fiir qRT-PCR-basierte Analysen aufbereitet (Abb. 20). In der Tat
resultierte das Ausschalten des NRF2-Gens erneut in einer verminderten Genexpression der
HOX-1. Die unbestrahlten und nur mit FICZ (100 nM) vorbelasteten Kontrollzellen zeigten
keinen Unterschied in der Induktion des NRF2-Zielgens HOX-1 auf. Die gleiche Belastung
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der HaCaT-NRF2-KO-Zellen fiihrte ebenfalls zu keiner Induktion der HOX-1, das basale
Expressionslevel war jedoch verglichen mit den Kontrollzellen um mehr als die Halfte

niedriger (Abb. 20A).
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Abbildung 20: Die Genexpression der HOX-1 ist in NRF2-defizienten Keratinozyten reduziert.

A: HaCaT- und HaCaTaT-NRF2-KO-Zellen wurden fiir 1 h, 2 h und 4 h mit FICZ belastet und nach weiteren
6 h wurden die Zellen geerntet. B: HaCaT-NRF2-KO-Zellen wurden fiir 1 h, 2 h und 4 h mit FICZ belastet
und anschliefend mit 5 J/cm? UVA in PBS bestrahlt. Nach 6 h Inkubation wurden die Zellen geerntet. A-B.
Im Anschluss wurde die mRNA-Menge von HOX-1 mittels qRT-PCR bestimmt und auf die GAPDH
Transkriptmenge normiert Fiir die statistische Auswertung wurde eine zweifaktorielle ANOV A angewendet.
n = 4. Mittelwert + SEM, (*, p < 0,05 bezogen auf HaCaT-EV DMSO sham).

Eine Bestrahlung der HaCaT-Zellen mit UVA alleine fiihrte zu keiner Induktion der HOX-
1. Jedoch resultierte eine Vorbehandlung der HaCaT-Zellen fiir 1 h und 2 h mit FICZ und
einer anschlieBenden UVA-Bestrahlung in einem signifikanten Anstieg der HOX-1
Genexpression (Abb. 20.B). Eine Vorbehandlung fiir 4 h mit FICZ und eine nachfolgende
UVA-Bestrahlung hingegen fiihrten zu einer signifikant geringeren Genexpression der
HOX-1 im Vergleich zu den Zellen, die fiir 1 h und 2 h mit FICZ exponiert und anschlie3end
mit UVA bestrahlt wurden. Die HaCaT-NRF2-KO-Zellen zeigten keine gesteigerte
Expression der HOX-1, weder nach einer UVA-Exposition alleine noch nach einer
vorangegangenen FICZ Belastung. Aus diesem Grund wurde getestet, ob die
NRF2-defizienten Zellen nach einer Exposition mit FICZ und UVA-Strahlung eine
gesteigerte Aktivitit der Caspase-3, -8 und -9 aufweisen. Die HaCaT- und
HaCaT-NRF2-KO-Zellen wurden erneut fiir 1 h, 2 h und 4 h mit FICZ vorbehandelt,
anschliefend mit 5 J/cm? UVA bestrahlt und nach 4 h wurde die Caspase-3, -8 und -9
Aktivitit bestimmt (Abb. 21). Die unbestrahlten sowie die mit FICZ belasteten HaCaT- und
HaCaT-NRF2-KO-Keratinozyten zeigten keine Erh6hung der Caspase-3, -8 und -9 Aktivitét
(Abb. 21.A, C, E). Die Proben, welche nur mit UVA bestrahlt wurden, zeigten ebenfalls
keine vermehrte Aktivitit der Caspase-3, -8 und -9 (Abb. 21.B, D, F).
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Abbildung 21: NRF2-defiziente Keratinozyten
Caspase-3, -8 und -9 Aktivitiit.

A-B: HaCaT- und HaCaT-NRF2-KO-Zellen wurden fiir 1 h, 2 h und 4 h mit 100 nM FICZ belastet und
anschlieBend mit 0 und 5 J/cm? UVA bestrahlt. Nach weiteren 4 h wurde die Aktivitit von Caspase-3 (A, B),
Caspase-9 (C, D) und Caspase-8 (E, F) untersucht. Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem Bradford Assay.
Fiir die statistische Auswertung wurde eine zweifaktorielle ANOV A angewendet. n = 4. Mittelwert £ SEM, (*,

p < 0,05 bezogen auf HaCaT-EV DMSO sham).
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zeigen eine gesteigerte durch FICZ/UVA-induzierte

Eine Vorbehandlung der HaCaT-Zellen fiir 1 h und 2 h mit FICZ und eine nachfolgende
UVA-Bestrahlung steigerte die Aktivitit der Caspase-3 (Abb. 21.B) um das ca. 20-fache,
die der Caspase-9 (Abb. 21.D) um das ca. Fiinffache. Dieselbe Behandlung der
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NRF2-defizienten Zellen fiihrte zu einer ca. 40-fachen Induktion der Caspase-3 Aktivitdt
und einer ca. 10-fachen Steigerung der Caspase-9 Aktivitit. Eine vierstiindige Behandlung
mit FICZ hingegen fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der Caspase-3 und -9 Aktivitit
um mehr als 50 % in den HaCaT-Keratinozyten und HaCaT-NRF2-defizienten Zellen (Abb.
21.B, D). Im Vergleich zu den Kontrollzellen resultierte eine Behandlung mit FICZ und
UVA-Strahlung in den NRF2-defizienten Keratinozyten in einer Steigerung der Caspase-3
und Caspase-9 Aktivitit. Diese verstarkte Induktion der Apoptose konnte nach 1 h, 2 h und
4 h beobachtet werden (Abb. 21.B, D). Fiir die Aktivitdt der Caspase-8 wurde in den
HaCaT-Zellen nahezu keine Aktivierung gemessen. Lediglich eine einstiindige und
zweistliindige Vorbehandlung mit FICZ und eine nachfolgende UVA-Bestrahlung der
HaCaT-NRF2-KO-Zellen fiihrte zu einem leichten, ca. dreifachen Anstieg der Caspase-8
Aktivitdt (Abb. 21.F). Die Ergebnisse implizieren, dass die durch FICZ/UVA-induzierte
Apoptose tiberwiegend durch den intrinsischen Weg der Apoptose initiiert wird und dass
NRF?2 einen entscheidenden Einfluss auf den durch FICZ/UV A-induzierten Zelltod und die
antioxidative-Stressantwort besitzt. Jedoch scheint der FICZ-Metabolismus in den
NRF2-defizienten Zellen nicht beeinflusst zu werden, denn obwohl eine vermehrte
Caspase-Aktivitit in den HaCaT-NRF2-KO-Zellen gemessen wurde, konnte trotzdem
gezeigt werden, dass langere Inkubationszeiten mit FICZ die durch FICZ/UV A-induzierte

Apoptose reduzierten.

Die bisherigen Daten deuten darauf hin, dass eine Modulation der AHR-Aktivitdt von
direkter Relevanz fiir die phototoxischen Wirkungen von exogen zugegebenem FICZ in
Antwort auf eine UVA-Exposition ist. Es konnte gezeigt werden, dass eine reduzierte
Enzymaktivitit von CYP1A1, in den AHR-knockdown Keratinozyten, den metabolischen
Abbau von FICZ verringerte und die FICZ/UV A-induzierte Generierung von ROS und die
Genexpression der HOX-1 stimulierte. Zudem konnte gezeigt werden, dass eine Inhibierung
des AHR die FICZ/UV A-induzierte Apoptose steigerte, wohingegen eine Behandlung mit
AHR-Agonisten zu einer Hemmung der durch FICZ/UV A-induzierten Apoptose filihrte. Die
Apoptose wird dabei wahrscheinlich hauptsichlich tiber den intrinsischen Weg reguliert.
Dariiber hinaus zeigen die Daten, dass das NRF2-Protein einen entscheidenden Einfluss auf
die FICZ/UVA-induzierte Apoptose besitzt, jedoch keinen Einfluss auf den FICZ
Metabolismus zu haben scheint. Obwohl eine vermehrte Caspase-Aktivitdit in den
NRF2-defizienten Zellen gemessen wurde, konnte gezeigt werden, dass ldngere

Inkubationszeiten mit FICZ, die durch FICZ/UV A-induzierte Apoptose abschwéchte.
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Eine simultane Bestrahlung der HaCaT-EV- und HaCaT-shAHR-Keratinozyten mit
UVA- und UVB-Strahlung zeigte identische Ergebnisse wie die Exposition mit FICZ und
UVA-Strahlung. Anders als erwartet resultierte eine simultane Bestrahlung in einer
Hemmung der UVB-induzierten Caspase-3  Aktivitit in den HaCaT-EV- und
HaCaT-shAHR-Keratinozyten. Der zugrundeliegenden Hypothese sollte eine simultane
UVB-Bestrahlung jedoch zu einer Akkumulierung von FICZ in AHR-knockdown
Keratinozyten fiihren und somit in einer vermehrten UV A-induzierten Apoptose resultieren.
Aus diesem Grund wurde im letzten Teil dieser Arbeit die Wirkung einer simultanen

UVA-/UVB-Exposition auf die UVB-induzierte Schadensantwort untersucht.

3.3. Die Therapeutika Vemurafenib und Ketoconazol verstirken die durch FICZ

und UVA-Strahlung induzierte Phototoxizit:it

Es gibt eine Vielzahl von Medikamenten, die zu phototoxischen Wirkungen in der Haut
fiihren. Dabei kann es sich um topisch aufgetragene sowie oral eingenommene Arzneimittel
handeln. Bei einigen Arzneimitteln ist unklar, wie diese ihre photosensibilisierenden
Wirkungen entfalten. In dieser Arbeit wurde daher die Hypothese aufgestellt, dass es sich
bei einigen dieser Substanzen moglicherweise um AHR bzw. CYP1A1-Inhibitoren handeln
konnte, die zu einer Akkumulierung von FICZ oder auch anderen endogenen,
UVA-phototoxischen Molekiilen fiihren konnten. Interessanterweise wurde Vemurafenib
erst kiirzlich von der Hautklinik des Universitdtsklinikums Diisseldorf in Kooperation mit
unserer Arbeitsgruppe als AHR-Antagonist beschrieben (Hawerkamp et al., 2019).
Vemurafenib ist ein BRAF Inhibitor der zur Therapie des malignen Melanoms eingesetzt
wird. Zu den hiufigsten Nebenwirkungen einer Vemurafenib-Therapie gehoren
phototoxische Reaktionen der Haut in Antwort auf eine UVA-Exposition (Chapman et al.,
2011; Gelot et al., 2013; Boudon et al., 2014). Ahnliche Befunde wurden bei einer
Behandlung mit dem Antimykotikum Ketoconazol beobachtet (Paine ef al., 1999; Korashy
et al., 2007; Wincent et al., 2012; Zuba et al., 2016). Aus diesem Grund sollte iiberpriift
werden, ob eine mdgliche Inhibierung des AHR, durch Vemurafenib und Ketoconazol zu
einer Steigerung der FICZ/UV A-induzierten Phototoxizitét fiihrt. Zusdtzlich wurde je ein
etablierter AHR-Antagonist und ein CYPlAl-Inhibitor verwendet, welche keine
photosensibilisierenden Eigenschaften besitzen. 3'Methoxy-4'Nitroflavon (MNF) stellt

dabei einen der wohl bekanntesten kompetitiven Antagonisten des AHR dar (Lu et al.,
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1996), wohingegen 7-Hydroxyflavon (7-HF) ein selektiver CYP1A-Inhibitor ist (Zhai et al.,
1998; Liu et al., 2013).

3.3.1. Vemurafenib und Ketoconazol hemmen die Enzymaktivitit von CYP1A1

Mit Hilfe des EROD-Assays wurde zunichst getestet, ob MNF, 7-HF, Vemurafenib und
Ketoconazol die induzierbare CYP1Al-Enzymaktivitit hemmen. Dafiir wurden
HaCaT-Zellen (Abb. 22.A) und NHEK (Abb. 23.A) fiir 24 h mit 100 nM FICZ alleine oder
in Kombination mit 10 uM MNF, 10 uM 7-HF, 25 uM Vemurafenib, 40 uM Vemurafenib
und 50 uM Ketoconazol belastet. Um zu differenzieren, ob die Testsubstanzen die EROD-
Aktivitit indirekt, also liber Inhibition der AHR-abhidngigen Expression des Enzyms, oder
direkt, durch Hemmung der Enzymaktivitit, beeinflussen, wurden HaCaT-Zellen (Abb.
22.B) sowie NHEK (Abb. 23.B) fiir 24 h mit 100 nM FICZ vorbelastet und anschlieBend fiir
30 min mit 10 pM MNF, 10 uM 7-HF, 25 pM Vemurafenib, 40 pM Vemurafenib und
50 uM Ketoconazol behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen und die
CYP1A1-Enzymaktivitit wurde mit dem EROD-Assay bestimmt. Eine Behandlung der
HaCaT-Zellen mit FICZ (100 nM) fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der
CYP1A1-Enzymaktivitdt (Abb. 22.A). Nach 24 h stieg die Bildung von Resorufin auf ca.
60 pmol/min/mg Protein an. Eine kombinierte Behandlung dieser Zellen mit FICZ und den
verschiedenen Inhibitoren fiihrte zu einer signifikanten Hemmung der Enzymaktivitit um
mindestens 50 % bei allen getesteten Substanzen (Abb. 22.A). Die Co-Belastung der Zellen
mit 100 nM FICZ und 40 uM Vemurafenib bzw. 10 uM 7-HF fiihrte zu einer Reduzierung
des Substratumsatzes um ca. 80 %. Eine Zugabe der Substanzen 30 min vor der EROD-
Messung (Abb. 22.B) resultierte ebenfalls in einer verringerten CYP1A1-Enzymaktivitit.
Eine signifikante Abnahme um mehr als 50 % konnte bei einer Zugabe von Vemurafenib,
7-HF und Ketoconazol beobachtet werden. Eine Zugabe von MNF resultierte in einem

marginalen Abfall der Enzymaktivitit.
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Abbildung 22: MNF, 7-HF, Vemurafenib und Ketoconazol hemmen die Enzymaktivitit von CYP1Al in
HaCaT-Zellen.

A. HaCaT-Zellen wurden fiir 24 h mit 100 nM FICZ oder 100 nM FICZ in Kombination mit 10 pM MNF,
40 uM Vemurafenib, 10 uM 7-HF oder 50 uM Ketoconazol belastet. Nach 24 h wurde der Umsatz von
7-Ethoxyresorufin zum Resorufin in pmol/min/mg Protein mit dem EROD-Assay bestimmt. B. HaCaT-Zellen
wurden fiir 24 h mit 100 nM FICZ belastet und 30 min vor der EROD-Messung wurden 10 puM MNF, 40 uM
Vemurafenib, 10 pM 7-HF oder 50 uM Ketoconazol hinzugegeben. AnschlieBend wurde die Enzymaktivitit
von CYP1A1 mit dem EROD-Assay in pmol/min/mg Protein gemessen. Fiir die statistische Auswertung wurde
eine einfaktorielle ANOVA angewendet. n = 3. Mittelwert + SEM, (*, p <0,05).

Die Enzymaktivititsmessung in den primdren Keratinozyten fiihrte zu identischen
Ergebnissen. Die Werte fiir den Umsatz von 7-Ethoxyresorufin zum Resorufin, durch

CYP1A1 waren jedoch niedriger.
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Abbildung 23: MNF, 7-HF, Vemurafenib und Ketoconazol hemmen die Enzymaktivitit von CYP1A1 in
NHEK.

A. NHEK wurden fir 24 h mit 100 nM FICZ alleine oder in Kombination mit 10 uM MNF, 40
UM Vemurafenib, 10 pM 7-HF oder 50 pM Ketoconazol belastet. Nach 24 h wurde der Umsatz in
pmol/min/mg Protein von 7-Ethoxyresorufin zum Resorufin mit dem EROD-Assay bestimmt. B. NHEK
wurden fiir 24 h mit 100 nM FICZ belastet und 30 min vor der EROD-Messung wurden 10 uM MNF,
40 uM Vemurafenib, 10 uM 7-HF oder 50 pM Ketoconazol hinzugegeben. Anschlieend wurde die
Enzymaktivitit von CYP1A1l mit dem EROD-Assay in pmol/min/mg Protein gemessen. Fiir die statistische
Auswertung wurde eine einfaktorielle ANOVA angewendet. n = 3. Mittelwert £ SEM, (¥, p <0,05).

Eine 24-stiindige Belastung der Zellen mit FICZ (100 nM) fiihrte zu einem signifikant
gesteigerten Substratumsatz von ca. 30 pmol/min/mg Protein, welcher durch eine
kombinierte Behandlung mit 10 uM MNF signifikant um ca. 65 % reduziert wurde (Abb.
23A). Eine Behandlung mit Vemurafenib, 7-HF und Ketoconazol inhibierte die
FICZ-induzierte CYP1A1-Enzymaktivitit signifikant um ca. 90 % (Abb. 23A).

Ahnliche Ergebnisse wurden bei der 30-miniitigen Zugabe der verschiedenen Substanzen

vor dem EROD-Assay gewonnen (Abb. 23B). Vemurafenib, 7-HF und Ketoconazol
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inhibierten signifikant die FICZ-induzierte CYP1AIl-Enzymaktivitit, wohingegen eine
Behandlung der Zellen mit MNF die Enzymaktivitit nur um 50 % hemmte.

3.3.2. Vemurafenib und Ketoconazol hemmen den metabolischen Abbau von FICZ

Nachfolgend wurde {tberpriift, ob MNF, 7-HF, Vemurafenib und Ketoconazol den
metabolischen Abbau von FICZ hemmen. Dafiir wurden HaCaT-Zellen fiir 4 h mit den
entsprechenden Inhibitoren vorbehandelt. Im Anschluss wurden 100 nM FICZ fiir 1 h, 2 h
und 4 h hinzugegeben, anschlieBend das Medium abgenommen, mit Acetonitril versetzt und
mittels HPLC wurde die FICZ-Konzentration im Medium bestimmt. Die HPLC-Analyse

wurde erneut durch Julien Dairou an der Universitéit von Paris durchgefiihrt.

Wie in Abbildung 24 zu sehen resultierte eine Vorbehandlung mit DMSO (0,1 %) und eine

Zugabe von 100 nM FICZ fiir 1 h, 2 h und 4 h in einem zeitabhingigen Abfall der
FICZ-Konzentration um ca. 75 %. Eine vierstiindige Vorbehandlung mit 10 uM MNF,
40 uM Vemurafenib oder 50 uM Ketoconazol fiihrte zu einer deutlich verminderten
Abnahme der FICZ-Konzentration iiber die Zeit. Widererwartend hatte eine Vorbehandlung
der Zellen mit dem CYP1A-Inhibitor 7-HF einen deutlich schwicheren Effekt auf den
zeitabhiangigen Metabolismus von CYP1A1. Nach einer Behandlungszeit von 4 h sank die
FICZ-Konzentration um ca. 50 %. Die getesteten Substanzen scheinen somit den
metabolischen Abbau von FICZ zu inhibieren. In einem weiteren Versuch sollte daher
getestet werden, ob eine Behandlung der Zellen mit MNF, 7-HF, Vemurafenib und
Ketoconazol zu einer gesteigerten durch FICZ und UVA-Strahlung induzierten
Phototoxizitét fiihrt.
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Abbildung 24: MNF, 7-HF, Vemurafenib und Ketoconazol hemmen den metabolischen Abbau von
FICZ.

HaCaT-Zellen wurden fiir 4 h mit 0,1 % DMSO, 10 pM MNF, 40 uM Vemurafenib, 10 uM 7-HF oder
50 uM Ketoconazol vorbelastet. AnschlieBend wurden jeweils 100 nM FICZ fiir 1 h, 2 h und 4 h hinzugegeben
und nachfolgend das Medium abgenommen, mit Acetonitril versetzt und mittels HPLC wurde die
FICZ-Konzentration im Medium bestimmt. n = 2. Mittelwert + SEM.
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3.3.3. Vemurafenib und Ketoconazol stimulieren die durch FICZ/UVA-induzierte

Apoptose

Zur Bestimmung der Apoptose wurde die Aktivitit der Caspase-3 und -9 bestimmt. Die
HaCaT-Keratinozyten wurden dafir 4 h mit 10 uM MNF, 40 uM Vemurafenib,
10 uM 7-HF, 50 uM Ketoconazol und 0,1 % DMSO vorbelastet. Im Anschluss wurden die
Zellen fiir 2 h mit 100 nM FICZ behandelt und nachfolgend mit 5 J/cm? UV A bestrahlt. Nach

weiteren 4 h wurden die Zellen zwecks Messung der Caspase-3 und Caspase-9 Aktivitit

geerntet.
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Abbildung 25 MNF, 7-HF, Vemurafenib und Ketoconazol stimulieren die durch FICZ/UV A-induzierte
Apoptose in HaCaT-Zellen.

A-B. HaCaT-Zellen wurden fir 4 h mit 10 pM MNF, 40 pM Vemurafenib, 10 uM 7-HF oder
50 uM Ketoconazol belastet. AnschlieBend wurde fiir 2 h 0,1 % DMSO zu den Zellen gegeben, bevor diese
in PBS mit 0 und 5 J/cm? UVA bestrahlt wurden. Nach 4 h wurde die Caspase-3 und -9 Aktivitit bestimmt.
C-D. HaCaT-Zellen wurden fir 4 h mit 10 uM MNF, 40 pM Vemurafenib, 10 pM 7-HF oder
50 uM Ketoconazol belastet. AnschlieBend wurde fiir 2 h 100 nM FICZ zu den Zellen gegeben, bevor diese in
PBS mit 0 und 5 J/em?* UVA bestrahlt wurden. Nach 4 h wurde die Caspase-3 und -9 Aktivitdt bestimmt.
A+C.n = 6. B+D. n= 3. Fiir die statistische Auswertung wurde eine zweifaktoriclle ANOVA angewendet.
Mittelwert £ SEM, (*, p < 0,05 bezogen auf DMSO sham).
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Weder die alleinige Behandlung der Zellen mit MNF, 7-HF, Vemurafenib und Ketoconazol
noch deren alleinige Exposition gegeniiber UV A-Strahlung beeinflusste die Apoptoserate
(Abb. 25.A, B). Diesen Befunden zufolge, 16sen die getesteten Substanzen unter den
gewihlten Testbedingungen keine pro-apoptotischen bzw. phototoxischen Effekte aus. Der
AHR-Antagonist MNF, der BRAF-Inhibitor Vemurafenib sowie das Antimykotikum
Ketoconazol steigerten jedoch die durch FICZ/UV A-induzierte Caspase-3 Aktivitit um etwa
das Zweifache, wohingegen eine Vorbehandlung mit dem CYP1A1l-Inhibitor 7-HF die
Caspase-3 Aktivitdt um ein Drittel steigerte (Abb. 25.C). Eine vierstlindige Vorbelastung
mit 40 uM Vemurafenib steigerte signifikant die durch FICZ/UV A-induzierte Caspase-9
Aktivitdt (Abb. 25.D). Eine Vorbehandlung der Zellen mit MNF, 7-HF oder Ketoconazol
resultierte ebenfalls in einer Steigerung der durch FICZ/UVA-induzierten Caspase-9
Aktivitdit um 50 %. In Abbildung 26 sind die Ergebnisse einer Wiederholung dieses

Experiments in primiren Keratinozyten dargestellt.

Die NHEK wurden fiir 4 h mit den Inhibitoren (10 uM MNF, 25 uM Vemurafenib, 10 uM
7-HF, 50 uM Ketoconazol) vorbelastet. AnschlieBend wurden 100 nM FICZ fiir 2 h
hinzugegeben, die Zellen mit 5 J/cm?* UVA bestrahlt und nach weiteren 4 h wurde die
Caspase-3 und -9 Aktivitdt bestimmt. Eine alleinige Behandlung mit den Inhibitoren fiihrte
zu keiner Induktion der Apoptose. Eine Bestrahlung der NHEK, welche nur mit den
Inhibitoren exponiert wurden, resultierte ebenfalls in keiner Erhohung der
Caspase-Aktivititen (Abb. 26.A, B). Eine Exposition der Keratinozyten mit FICZ und
UV A-Strahlung fiihrte zu einer fast 25-fachen Induktion der Caspase-3 Aktivitéit (Abb. 26.C)
und einer etwa 15-fachen Induktion der Caspase-9 Aktivitit (Abb. 26.D). Eine
Vorbehandlung mit den verschiedenen Inhibitoren und eine anschlieBende Exposition mit
FICZ und UVA-Strahlung fiihrte lediglich in den mit MNF vorbehandelten NHEK zu einer
signifikant gesteigerten Caspase-3 Aktivitit (Abb. 26.C). Wie in Abbildung 26.D dargestellt,
konnte nach Vorbehandlung mit MNF ein &hnlicher Trend hinsichtlich der Aktivitit der
Caspase-9 beobachtet werden. Im Vergleich zu den unbehandelten Zellen resultierte eine
Vorbehandlung mit 7-HF und Ketoconazol und eine anschlieBende Exposition mit FICZ und
UVA-Strahlung in einer signifikant gesteigerten Caspase-3 Aktivitit (Abb. 26.C) und
steigerte die Caspase-9 Aktivitit (Abb. 26.D). Eine Exposition der NHEK mit 25 uM
Vemurafenib, 100 nM FICZ und 5 J/cm? UV A-Strahlung stimulierte die Caspase-3 und
Caspase-9 Aktivitit (Abb. 26.C, D).
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Abbildung 26: MNF, 7-HF und Ketoconazol stimulieren die durch FICZ/UVA- induzierte Apoptose in
NHEK.

A-B. NHEK wurden fiir 4 h mit 10 pM MNF, 25 uM Vemurafenib, 10 pM 7-HF oder 50 uM Ketoconazol
belastet. Anschlieend wurde fiir 2 h 0,1 % DMSO zu den Zellen gegeben, bevor diese in PBS bestrahlt oder
sham behandelt wurden. Nach 4 h wurde die Caspase-3 und Caspase-9 Aktivitit bestimmt. C-D. NHEK
wurden fiir 4 h mit 10 pM MNF, 25 uM Vemurafenib, 10 uM 7-HF oder 50 uM Ketoconazol belastet.
AnschlieBend wurde fiir 2 h 100 nM FICZ zu den Zellen gegeben, bevor diese in PBS bestrahlt oder sham
behandelt wurden. Nach 4 h wurde die Caspase-3 und -9 Aktivitit bestimmt. Fiir die statistische Auswertung
wurde eine zweifaktorielle ANOVA angewendet. n = 4. Mittelwert = SEM, (*, p < 0,05 bezogen auf DMSO
sham).

Eine Vorbehandlung der NHEK, mit den verschiedenen Inhibitoren hatte weniger starke
Effekte auf die FICZ/UVA-induzierte Apoptose, verglichen mit den HaCaT-Zellen. Dies
konnte, wie bereits erwdhnt, auf eine mdglicherweise verringerte metabolische Kapazitit der
NHEK zuriickzufithren sein. Um dies zu verifizieren, wurden nachfolgend NHEK fiir 4 h
mit den Inhibitoren belastet, dann fiir weitere 4 h mit 100 nM FICZ behandelt und
anschliefend mit 0 und 5 J/cm? UVA bestrahlt (Abb. 27).
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Abbildung 27: MNF, 7-HF, Vemurafenib und Ketoconazol stimulieren die durch FICZ/UVA-induzierte
Apoptose in NHEK nach einer vierstiindigen Inkubation mit FICZ/DMSO.

A-B. NHEK wurden fiir 4 h mit 10 pM MNF, 25 uM Vemurafenib, 10 uM 7-HF oder 50 uM Ketoconazol
belastet. AnschlieBend wurde fiir 4 h 0,1 % DMSO (A) oder 100 nM FICZ (B) zu den Zellen gegeben, bevor
diese in PBS bestrahlt wurden oder sham behandelt wurden. Nach 4 h wurde die Caspase-3 und Caspase- 9
Aktivitdt bestimmt. Fiir die statistische Auswertung wurde eine zweifaktorielle ANOV A angewendet. n = 4.
Mittelwert + SEM, (*, p < 0,05 bezogen auf DMSO sham).

Die Abbildung 27 zeigt, dass eine Vorbehandlung mit den Substanzen MNF, 7-HF und
Ketoconazol die FICZ/UVA-induzierte Caspase-3 Aktivitit signifikant erhdhte. Die
Vorbehandlung mit Vemurafenib steigerte die FICZ/UVA-induzierten Aktivititen von
Caspase-3 und Caspase-9 um das Zweifache (Abb. 27.A, B). Eine Vorbehandlung mit MNF
und 7-HF und eine anschlieBende Exposition mit FICZ und UVA-Strahlung steigerte
signifikant die Caspase-9 Aktivitit (Abb. 27.B). Eine vierstiindige Belastung mit FICZ und
eine nachfolgende UVA-Bestrahlung steigerten die Caspase-3 Aktivitdit um das 5-fache
(Abb. 27.A) und die Caspase-9 Aktivitdt um das Dreifache (Abb. 27.B).

In vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit FICZ
und UVA-Strahlung in AHR-knockdown Keratinozyten zu einer gesteigerten HOX-1
Genexpression fiihrte. Aus diesem Grund sollte in einem nichsten Experiment nun die
Induktion der HOX-1 in NHEK iiberpriift werden, nachdem diese mit den verschiedenen
Inhibitoren vorbelastet und mit FICZ und UV A-Strahlung exponiert wurden.

3.3.4. AHR und CYP1Al-Inhibitoren steigern die durch FICZ und UVA-Strahlung

induzierte Genexpression der HOX-1

Eine vierstiindige Behandlung der NHEK mit den Inhibitoren MNF (10 uM), 7-HF (10 uM),
Vemurafenib (25 uM) und Ketoconazol (50 pM) fiihrte unabhéngig von der UVA-
Bestrahlung zu keiner Modulation der HOX-1 Genexpression (Abb. 28).
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Abbildung 28: MNF, 7-HF, Vemurafenib und Ketoconazol stimulieren die durch FICZ/UVA-induzierte
Genexpression der HOX-1 in NHEK.

A-B: NHEK wurden fiir 4 h mit 10 pM MNF, 25 uM Vemurafenib, 10 uM 7-HF oder 50 uM Ketoconazol
belastet. AnschlieBend wurde fiir 4 h 0,1 % DMSO (A) oder 100 nM FICZ (B) zu den Zellen gegeben, bevor
diese in PBS bestrahlt wurden oder sham behandelt wurden. Nach 6 h wurde die mRNA-Menge von HOX-1
mittels QRT-PCR bestimmt und auf die GAPDH Transkriptmenge normiert. Fiir die statistische Auswertung
wurde eine zweifaktorielle ANOVA angewendet. n = 3. Mittelwert £ SEM, (*, p < 0,05 bezogen auf DMSO
sham).

Die Belastung der Zellen fiir 4 h mit 100 nM FICZ und eine anschlieBende UVA-
Bestrahlung (5 J/cm?) resultierte ebenfalls in keiner Induktion der HOX-1 (Abb. 28B). Eine
mogliche Erkldrung dafiir konnte sein, dass es zu einem Abbau von FICZ kam. Die
vierstiindige Behandlung mit den verschiedenen Inhibitoren und eine Exposition der Zellen
fiir 4 h mit FICZ und anschlieBender UV A-Bestrahlung hingegen zeigten einen signifikanten
Anstieg der Genexpression der HOX-1. Dariiber hinaus steigerten MNF, 7-HF, und
Ketoconazol die FICZ/UV A-induzierte Expression von HOX-1 um das ca. Fiinffache. Im
Trend war dieser Effekt auch nach Behandlung mit dem BRAF-inhibitor Vemurafenib zu
verzeichnen (Abb. 28.B).
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Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass Vemurafenib, Ketoconazol, MNF und 7-HF die
Enzymaktivitdt von CYP1A1 inhibierten und somit den metabolischen Abbau von FICZ
hemmten. Gesteigerte FICZ-Level in Antwort auf eine UVA-Exposition fiihrten somit zu
einer gesteigerten Caspase-3 -und -9 Aktivitit. Des Weiteren stimulierte eine
Vorbehandlung mit diesen Substanzen die durch FICZ/UV A-induzierte Genexpression der
HOX-1. Es wire daher moglich, dass die in der Literatur beschriebenen
photosensibilisierenden Eigenschaften einer Vemurafenib- bzw. Ketoconazol-Behandlung,
auf eine Akkumulierung von FICZ oder anderen endogenen, UV A-phototoxischen
Molekiilen zuriickzufiihren sein konnten, die durch eine Hemmung der Enzymaktivitdt von

CYPI1AI1 initiiert werden.

3.4. Eine simultane Bestrahlung mit UVA hemmt die durch UVB-Strahlung

induzierten Schiden

Im letzten Teil dieser Arbeit sollte die Wirkung einer simultanen Bestrahlung mit UVA auf
die UVB-induzierten Schiden untersucht werden. Ein Grofteil der Studien, die sich mit der
kutanen Antwort auf UV-Strahlung beschéftigen, wurden mit UVB- oder
UVA-emittierenden Strahlungsquellen sowie sequentiellen UVA/UVB und UVB/UVA
Bestrahlungen durchgefiihrt. Das daraus resultierende Bild ist vermutlich unvollstindig oder
gar falsch. Interessanterweise zeigte eine simultane Exposition mit UVA- und
UVB-Strahlung in einem initialen Experiment (Abb. 15), dass eine gleichzeitige
UVA-Bestrahlung die UVB-induzierte Apoptose hemmte.

Uberschreitet das AusmaB der UVB-induzierten DNA-Schiden die Kapazitit der
DNA-Reparatursysteme, leitet die geschidigte Zelle die Apoptose ein, um mdgliche
Mutagenese-Ereignisse zu verhindern. Diese apoptotischen Zellen werden auch als
sogenannte sunburn cells bezeichnet. Insbesondere UVB-Strahlung fiihrt zu einer Vielzahl
von mutagenen und zytotoxischen DNA-Lésionen, wie CPD, 6-4 Photoprodukte (6-4PP)
und DNA-Doppelstrangbriichen (DSB). Zellen haben ein Arsenal hochkonservierter
Reparaturmechanismen entwickelt, um diese DNA-Lésionen zu entfernen. Es widre daher
moglich, dass eine simultane Bestrahlung mit UVA und UVB zu einer verbesserten
DNA-Reparatur fiihrt und dementsprechend weniger Zellen apoptotisch werden. Aus diesem
Grund wurde in weiteren Experimenten iberpriift, welchen Einfluss eine simultane
UVA- und UVB-Bestrahlung auf die Apoptose sowie die Anzahl CPD-positiver und
DSB-positiver Zellen hat. Fiir eine Bestrahlung moglichst nahe der physiologischen
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Situation wurden die Keratinozyten nachfolgend mit einer UVB:UVA Ratio von 1:70
exponiert (Kollias et al., 2011).

3.4.1. Eine simultane Exposition mit UVA hemmt die durch UVB-Strahlung

induzierte Caspase-Aktivitat in Keratinozyten

Der Befund, dass eine gleichzeitige Bestrahlung mit UVA die UVB-induzierte Apoptose
hemmt, sollte zunédchst in NHEK bestétigt werden. Die NHEK wurden daher einzeln sowie

simultan mit 0,7 J/cm?> UVA und 100 J/m? UVB bestrahlt (Abb. 29). Nach 4 h wurde die

Caspase-3 Aktivitdt gemessen.
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Abbildung 29: Eine simultane Exposition mit UVA hemmt die durch UVB-Strahlung induzierte
Caspase-3 Aktivitit in NHEK.

NHEK wurden einzeln sowie simultan mit 100 J/m? UVB und 0,7 J/em? UVA bestrahlt. Die Kontrollzellen
wurden nicht bestrahlt. Nach 4 h wurden die Zellen zwecks Caspase-3 Aktivititsbestimmung geerntet. n = 2.
Mittelwert + SEM.

In der Tat konnten die initial in HaCaT-Keratinozyten erhobenen Befunde in NHEK
bestétigt werden. Eine simultane Bestrahlung reduzierte die UVB-induzierte Caspase-3
Aktivitit. Eine Bestrahlung mit UVA alleine resultierte in keiner Steigerung der Caspase-3
Aktivitdt. In weiteren Versuchen wurden die HaCaT-Zellen einzeln sowie simultan mit
0,7 J/em? UVA und 100 J/m? UVB bestrahlt. Nach 24 h wurden die Aktivititen der
Caspase-3, -8 und -9, die Anzahl apoptotischer und y-H2AX-positiver Zellen mittels
Durchflusszytometrie sowie y-H2AX-positive Zellen mittels Western Blot quantifiziert. Der
Nachweis des reparaturassoziierten Histon YH2AX stellt dabei einen etablierten Marker fiir
DSB dar. Rogakou et al. konnten 1998 erstmals zeigen, dass es spezifisch in Antwort auf
einen DSB zur Phosphorylierung des Histon 2AX (H2AX) zu yH2AX am Serin-Rest,
Ser139 kam (Rogakou et al., 1998).
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Die Abbildung 30.A zeigt, dass UVB-Strahlung (100 J/m?) die Caspase-3 Aktivitit
signifikant erhohte, UV A-Strahlung (0,7 J/cm?) alleine keinen Einfluss auf die Caspase-3
Aktivitit hatte und eine simultane Bestrahlung mit UVA (0,7 J/cm?) und UVB (100 J/m?)
die UVB-induzierte Caspase-3 Aktivitdt verringerte. Die Ergebnisse der Caspase-8 (Abb.
30.C) und -9 (Abb. 30.B) Aktivititsmessungen bestitigen diese Befunde im Trend.
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Abbildung 30: Eine simultane Exposition mit UVA- hemmt die durch UVB-Strahlung induzierte
Caspase-3, -8 und -9 Aktivitit in HaCaT-Keratinozyten.

HaCaT-Zellen wurden einzeln sowie simultan mit 100 J/m?> UVB und 0,7 J/cm®> UVA bestrahlt. Die
Kontrollzellen wurden nicht bestrahlt. Nach 24 h wurde die Caspase-3 (A), -8 (C) und -9 (B) Aktivitit
bestimmt. Fiir die statistische Auswertung wurde eine einfaktorielle ANOVA angewendet. n = 4.
Mittelwert + SEM, (*, p < 0,05).

Der extrinsische und intrinsische Signalweg der Apoptose fiihren zu einer Aktivierung der
Caspase-3. Da die Aktivitit der Caspase-8 nur marginal beeinflusst war, scheint daher der

Caspase-9 -vermittelte intrinsische Weg der Apoptose eine Rolle zu spielen.

3.4.2. Die Anzahl der durch UVB-Strahlung induzierten apoptotischen und YH2AX-

positiven Zellen wird bei gleichzeitiger UVA-Bestrahlung reduziert

DSB sind die schiddlichsten DNA-Liasionen, die, wenn sie nicht repariert werden,

schwerwiegende Folgen fiir das Uberleben der Zelle haben kénnen. Sie entstehen unter
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anderem, wenn UVB-induzierte CPD nicht repariert werden und CPD-positive Zellen in die
Mitose iibergehen. Im Zuge der Replikation des genetischen Materials kommt es zu einem
Block der Replikationsgabel. Um diese aufzulosen werden Nukleasen aktiv, die den DNA-
Strang zerschneiden, woraus dann die DSB resultieren. In Antwort auf einen DSB werden
schadensabhingige Signalwege eingeleitet, die die Phosphorylierung von H2AX durch
mehrere Phosphoinositid-3-Kinase-verwandter Proteinkinasen, wie ATM (Ataxie-
Teleangiektasie mutiert), ATR (ATM und Rad3-verwandt) oder DNA-abhéngige
Proteinkinase (DNA-PK) induzieren (Batista et al., 2009; Podhorecka et al., 2010). Die
Phosphorylierung des H2AX zu yH2AX kann mit einem spezifischen Antikorper
nachgewiesen werden. Im Folgenden wurden daher FACS und Western Blot-Analysen mit
einem spezifischen Antikorper fiir YH2AX durchgefiihrt. Die HaCaT-Zellen wurden hierfiir
einzeln und simultan mit 100 J/m?> UVB und 0,7 J/cm? UVA bestrahlt. Zusitzlich wurde
tiberpriift, welchen Einfluss eine sequentielle Bestrahlung hat. Die HaCaT-Zellen wurden
hierfiir zunachst mit 0,7 J/cm? UVA und anschlieBend mit 100 J/m? UVB bestrahlt oder vice
versa. Nach 24 h wurden die Zellen trypsiniert und mit dem Nicoletti-Puffer permeabilisiert.
Dem Nicoletti-Puffer wurde zusitzlich ein Antikorper fiir das phosphorylierte Histon
YH2AX zugesetzt. Dieser Antikorper war mit dem Fluorophor Allophycocyanin (APC)
gekoppelt. Neben einer Zellzyklus-Analyse konnten daher zusitzlich DSB quantifiziert
werden. In Abbildung 31.A ist der prozentuale Anteil der Zellen, die sich in der subG1 Phase
befanden, dargestellt. Eine Bestrahlung mit 100 J/m? UVB fiihrte zu einem signifikanten
Anstieg apoptotischer Zellen auf ca. 30%. Die sequentiellen Bestrahlungen mit UVA/UVB
und UVB/UVA resultierten ebenfalls in einem Anstieg der apoptotischen Zellen in gleichem
AusmalBl. Nach sham- und UVA-Bestrahlung befanden sich ca. 5 % der Zellen in der
subGi-Phase. Eine simultane UVA-/UVB-Bestrahlung resultierte, verglichen mit den UVB-
bzw. sequentiell exponierten Proben, in einer signifikant verringerten Anzahl apoptotischer

Zellen.
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Abbildung 31: Die gleichzeitige Bestrahlung mit UVA reduziert die Anzahl der durch UVB-Strahlung
induzierten apoptotischen und YH2AX-positiven HaCaT-Zellen.

HaCaT-Zellen wurden einzeln, simultan und sequentiell mit 0,7 J/cm? UVA und 100 J/m? UVB bestrahlt. Nach
24 h wurden die Zellen trypsiniert, mit dem Nicoletti-Puffer permeabilisiert und mit einem APC-gekoppelten
YH2AX-Antikorper geféarbt. A. Zeigt die quantitative Auswertung der HaCaT-Zellen, welche sich in der subG-
Phase der Zellzyklus-Analyse befanden. B. Zeigt die quantitative Auswertung der YH2AX-positiven Zellen.
Fir die statistische Auswertung wurde eine einfaktorielle ANOVA angewendet. n = 4. Mittelwert + SEM,
(*, p <0,05).

In Abbildung 31.B ist der prozentuale Anteil YH2AX-positiver Zellen dargestellt. Eine
Exposition mit 100 J/m?> UVB-Strahlung zeigte einen signifikanten Anstieg der
YH2AX-positiven Zellen um ca. 45 % des Kontrollwertes. Eine Bestrahlung mit
0,7 JJem* UVA hatte keinen Einfluss auf die Zahl yH2AX-positiver Zellen. Die
sequentiellen Expositionen mit UVA/UVB bzw. UVB/UVA resultierten ebenfalls in einem
signifikanten Anstieg der YH2AX-positiven Zellen um fast 50 %. Der Vergleich der UVB-
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bestrahlten mit den simultan bestrahlten HaCaT-Zellen zeigte, dass eine simultane
Exposition die Zahl YH2 AX-positiver Zellen auf ca. 20 % verringerte. Zur Verifizierung der
durchflusszytometrischen Analysen wurde zusétzlich die Anzahl yH2AX-positiver Zellen
mit Hilfe des Western Blots analysiert. HaCaT-Zellen wurden einzeln, simultan und

sequentiell mit 100 J/m? UVB und 0,7 J/cm? UV A bestrahlt (Abb. 32).
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Abbildung 32: Eine simultane UVA-Bestrahlung reduziert die Zahl der durch UVB-Strahlung
induzierten YH2AX-positiven HaCaT-Zellen.

HaCaT-Zellen wurden einzeln, simultan sowie sequentiell mit 100 J/m*> UVB und 0,7 J/cm? UVA bestrahlt.
Nach 24 h erfolgte die Detektion von YH2AX und o-Tubulin mittels SDS-PAGE/Western Blot-Analysen.
A. Quantitative Auswertung des Proteingehalts von YH2AX normiert auf a-Tubulin. n = 2. Mittelwert + SEM.
B. Reprisentativer Western Blot fiir die Proteine YH2AX und a- Tubulin.

Die Ergebnisse der Western Blot-Analysen zeigten dhnliche Resultate wie die zuvor
durchgefiihrten FACS-Analysen mit dem APC-gekoppelten yH2AX-Antikorper. Die
unbestrahlten und mit UVA-Strahlung exponierten HaCaT-Keratinozyten zeigten keine
vermehrte Phosphorylierung fiir das H2AX-Protein. Eine Bestrahlung mit UVB alleine

sowie die sequentiellen Bestrahlungen verstirkten die Phosphorylierung von H2AX. Im
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Vergleich zu einer UVB-Bestrahlung filihrte eine simultane Bestrahlung zu einer

verringerten Phosphorylierung von H2AX und reflektierte die zuvor erhobenen Befunde.

3.4.3. Die durch UVB-Strahlung induzierten CPD werden durch simultane
UVA-Bestrahlung reduziert

Im Anschluss sollte gezeigt werden, welchen Einfluss eine simultane UVA-/UVB-
Bestrahlung im Vergleich zur UVB-Bestrahlung auf den CPD-Gehalt der Keratinozyten hat
(Abb. 33).
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Abbildung 33: Die durch UVB-Strahlung induzierten CPD werden durch simultane UVA-Bestrahlung
reduziert.

HaCaT-Zellen wurden einzeln, simultan und sequentiell mit 100 J/m? UVB und 0,7 J/cm? UV A bestrahlt. Nach
6 h wurde der CPD-Gehalt mittels Southwestern Slot-Blot Methode bestimmt. A. Quantitative Auswertung des
CPD-Gehalts pro 250 ng aufgetragener DNA. Fiir die statistische Auswertung wurde eine einfaktorielle
ANOVA angewendet. n = 3. Mittelwert £+ SEM, (*, p < 0,05). B. Southwestern Slot-Blot fiir die Menge an
gebildeten CPD.

Eine Exposition mit UVB-Strahlung fiihrt zu photochemischen Reaktionen zwischen zwei
Pyrimidinbasen, bei denen es zur Entstehung von CPD kommt. HaCaT-Zellen wurden daher

einzeln, simultan und sequentiell mit 100 J/m? UVB und 0,7 J/cm? UV A bestrahlt. Nach 6 h
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wurden die Zellen geerntet, die DNA isoliert und der CPD-Gehalt mittels Southwestern
Slot-Blot Methode analysiert (Abb. 33) Wie erwartet, konnten weder in den unbestrahlten
noch den UVA-exponierten Kontrollzellen nennenswerte CPD-Gehalte nachgewiesen
werden. Eine Exposition mit UVB-Strahlung sowie die sequentiellen Bestrahlungen
resultierten jedoch in einem deutlichen Anstieg um mehr als das 150-fache. Im Vergleich

dazu, verursachte die simultane UVA-/UVB-Bestrahlung etwa 50% weniger CPD (Abb. 33).

Dies wirft die Frage auf, inwiefern UV A-Strahlung Einfluss auf die durch UVB-Strahlung
induzierten Schaden hat. Einer der wohl bekanntesten Transkriptionsfaktoren, welcher durch
UVA-Strahlung aktiviert wird, ist NRF2. Moglicherweise gibt es daher eine Korrelation
zwischen einer Aktivierung des NRF2-Signalwegs und einer verbesserten DNA-Reparatur.
Aus diesem Grund wurde in einem weiteren Experiment der Einfluss von UV A-Strahlung

auf die Expression des NRF2-Zielgens HOX-1 untersucht.

3.4.4. UVB-Strahlung hemmt die Expression der HOX-1

Die HaCaT-Keratinozyten wurden einzeln, simultan sowie sequentiell mit 0,7 J/cm? UVA
und 100 J/m? UVB bestrahlt. Nach 6 h wurde die Kopienzahl der HOX-1 mittels qRT-PCR,
nach 24 h das HOX-1 Proteinlevel mittels SDS-PAGE/Western Blot-Analyse untersucht.
Wie in Abbildung 34 ersichtlich, resultierte sowohl die UVB-Bestrahlung als auch die
sequentiellen Bestrahlungen der Keratinozyten in einer verminderten Expression der
HOX-1. Eine UVA-Bestrahlung sowie eine simultane Bestrahlung mit UVA und UVB
hingegen fiihrten zu einer Induktion der HOX-1. Dariiber hinaus steigerte eine simultane
Bestrahlung mit UVA und UVB signifikant die durch UVB-Strahlung induzierte Hemmung
der Genexpression von HOX-1 (Abb. 34.A). Die Ergebnisse der Western Blot-Analyse
(Abb. 34.B) bestitigten diese Befunde im Trend.
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Abbildung 34: Eine Bestrahlung von HaCaT-Keratinozyten mit UVB resultiert in einem verminderten
mRNA- und Proteinlevel von HOX-1.

A-C: HaCaT-Zellen wurden einzeln, simultan sowie sequentiell mit 100 J/m*> UVB und 0,7 J/cm*> UVA
bestrahlt A: Nach 6 h wurde die RNA isoliert und revers transkribiert. Im Anschluss wurde die HOX-1
Kopienzahl mittels qRT-PCR bestimmt und auf die GAPDH Transkriptmenge normiert. Fiir die statistische
Auswertung wurde eine einfaktorielle ANOVA angewendet. n = 4. Mittelwert + SEM, (*, p < 0,05). B: Nach
24 h wurde das Proteinlevel von HOX-1 und a-Tubulin mittels SDS-PAGE/Western Blot-Analyse bestimmt.
Das Diagramm zeigt die quantitative Auswertung des HOX-1 Proteinlevels normiert auf a-Tubulin. n = 2.
Mittelwert = SEM. C. Représentativer Western Blot fiir die Proteine HOX-1 und a- Tubulin.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine simultane Bestrahlung mit UVA die
UVB-induzierte Apoptose sowie die UVB-induzierten DNA-Schiaden (CPD und yH2AX-
positive Zellen) in Keratinozyten reduzierte. Zudem konnten erste Hinweise dahingehend
generiert werden, dass die besagten Effekte einer simultanen UVA-/UVB-Bestrahlung auf
DNA-Schéddigung und Apoptose mit einer Modulation des NRF2-Signlaweges bzw. der
HOX-1 Expression einhergehen. Um auszuschlieen, dass es sich bei den beobachteten
Effekten um ein in vitro Artefakt handelt, wurde in einem letzten Experiment der Einfluss
einer simultanen UVA-/UVB-Exposition auf die durch UVB-Strahlung induzierten CPD in

Maushaut untersucht.

3.4.5. Die Menge UVB-induzierter CPD (in vivo) wird durch simultane

UVA-Exposition verringert

SKH-1 haarlose Miuse wurden einzeln mit 6,3 J/cm?> UVA und 900 J/m? UVB bestrahlt
sowie simultan mit 6,3 J/cm? UV A-Strahlung und 900 J/m? UVB-Strahlung exponiert. Nach
24 h wurden die Tiere schmerzfrei getotet, die DNA aus Proben der Riickenhaut isoliert und

mittels Southwestern Slot-Blot-Analyse analysiert.
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Abbildung 35: Die Menge UVB-induzierter CPD (in vivo) wird durch simultane UVA-Exposition
verringert.

SKH-1 haarlose Miuse wurden einzeln sowie simultan mit 900 J/m? UVB und 6,3 J/cm? UV A bestrahlt. Die
Kontrolltiere wurden nicht bestrahlt. Nach 24 h wurde der CPD-Gehalt in der aus Riickenhaut-isolierten DNA
mit Hilfe der Southwestern Slot-Blot Methode untersucht. A. Quantitative Auswertung des CPD-Gehalts pro
250 ng DNA. Fiir die statistische Auswertung wurde eine einfaktorielle ANOVA angewendet. n = 5.
Mittelwert £ SEM, (¥, p < 0,05). B. Southwestern Slot-Blot fiir die Menge an gebildeten CPD.

Bei den unbestrahlten Tieren konnten nahezu keine CPD detektiert werden, wohingegen ein
leichter Anstieg in den Proben UV A-bestrahlter Tiere festgestellt werden konnte. Verglichen
mit den Kontrolltieren stieg der CPD-Gehalt in den Proben UVB-bestrahlter Tiere um das
120-fache und in den Proben simultan exponierter Tiere, mit UVA/UVB um das 80-fache
an. Im Vergleich zu den UVB-bestrahlten Tieren konnten signifikant weniger CPD in den
mit simultaner UVA- und UVB-Bestrahlung exponierten Tieren detektiert werden. Die
gezeigten Befunde verdeutlichen, dass eine simultane UVA-Bestrahlung die UVB-

induzierten CPD nicht nur in vitro, sondern ebenfalls in in vivo reduzieren.
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4. Diskussion

Die Forschung der letzten Jahre hat aufgezeigt, dass der AHR ein wichtiger Mediator der
UVB-induzierten Stressantwort ist und mafigeblich zur UVB-induzierten Schiadigung der
Haut bzw. kutaner Zellen beitrdgt. Diese Befunde haben zu der weit verbreiteten Ansicht
gefiihrt, dass eine transiente topische Hemmung des AHR unsere Haut vor UVB-induzierten
Schiaden und nachfolgender Kanzerogenese schiitzt (Frauenstein et al., 2013; Pollet et al.,
2018). Interessanterweise ist das durch UVB-Strahlung generierte Photoprodukt FICZ ein
potenter Photosensitizer fiir UVA-Strahlung, der die Bildung von oxidativem Stress und
assoziierter oxidativer Schidigung bestrahlter Zellen begiinstigt (Park et al., 2015). FICZ
wird primér durch die AHR-abhidngige Monooxygenase CYP1A1 metabolisiert (Bergander
etal.,2004; Wincent et al., 2009). Die Kldrung, ob eine Modulierung des AHR-Signalweges
und  nachgeschalteter =~ CYP1Al-Enyzmaktivititen einen  Einfluss auf die
UVA-sensibilisierenden Eigenschaften des Tryptophan-Photoprodukts FICZ hat und somit
moglicherweise von klinischer Relevanz ist, war Gegenstand des vorliegenden

Promotionsprojekts.

4.1. Eine Modulierung der AHR-AKktivitiat beeinflusst die durch FICZ und UVA-

Strahlung induzierte Phototoxizitit

Es ist bekannt, dass FICZ eine wichtige Rolle bei zahlreichen physiologischen Prozessen in
der Haut, wie beispielsweise der Keratinozyten-Differenzierung, der epidermalen
Barrierefunktion und der Pigmentierung, spielt (Luecke et al., 2010; Haarmann-Stemmann
et al., 2015; van den Bogaard ef al., 2015). FICZ wurde Ende der 1980iger Jahre erstmalig
als ein Photooxidationsprodukt der aromatischen Aminosidure Tryptophan beschrieben
(Rannug et al., 1987; Rannug et al., 1995). Bei der sogenannten Tryptophan-Photolyse
entstehen neben FICZ weitere AHR-affine Photoprodukte, die zu einer transkriptionellen
Aktivierung von AHR-Zielgenen in der Haut beitragen konnen. Diese Tryptophan-
Photoprodukte, beispielsweise Indol[3,2-b]carbazol (ICZ), 6,12-Di-Formylindol[3,2-
b]carbazol (dFICZ), FICZ und dessen Oxidationsprodukt Indol[3,2-b]carbazol-6-
Carbonsiure (CICZ), besitzen einen Indolcarbazol-Kern (Rannug et al., 1987; Rannug et al.,
1995; Fritsche et al., 2007). Viele Vertreter dieser Substanzklasse, so auch eine Reihe neu
synthetisierter und von unserer Arbeitsgruppe charakterisierter Indolcarbazol-Derivate

(Lavilla et al., 2020) stellen potente Liganden des AHR dar (Lavilla et al., 2020).
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Die Affinitit von FICZ zum AHR-Protein ist dabei in etwa genauso hoch wie die des
AHR-Liganden TCDD, einer der potentesten bekannten AHR-Agonisten (Giani Tagliabue
et al., 2019). Wie zahlreiche andere AHR-Liganden, beispielsweise BaP, besitzt auch FICZ
eine ausgepragte photosensibilisierende Eigenschaft und hat zudem eine Reihe anderer
einzigartiger Merkmale. So kommt es als Folge der FICZ-induzierten und AHR-regulierten
Expression von CYP1Al zu einem ziigigen metabolischen Abbau des Tryptophan-
Photoproduktes, der eine negative Riickkopplungsschleife darstellt und die
Hautverweildauer dieses Photosensitizers minimiert (Wincent et al., 2012; Park et al., 2015).
Zudem wurde gezeigt, dass eine AHR-Aktivierung durch FICZ die Expression des
Differenzierungsmarkers Filaggrin (FLG) in Keratinozyten induziert und dadurch die
epidermale Barrierefunktion verbessert (Furue et al., 2015; Kiyomatsu-Oda et al., 2018).
Insbesondere die AD, eine entziindliche Hauterkrankung, die sowohl durch genetische als
auch durch Umweltfaktoren in ihrer Entstehung beeinflusst wird, zeichnet sich durch eine
Dysfunktion der Hautbarriere, eine Uberexpression von proinflammatorischen Zytokinen
und der Aktivierung von T-Helfer-2 (Th2) -Zell-getriebenen Immunantworten aus
(Stefanovic et al., 2020). Es konnte beobachtet werden, dass bei einigen Patienten eine
Funktionsverlustmutation im FLG-Gen mit der AD assoziiert ist (Palmer ef al., 2006). Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass das in entziindlichen Hauterkrankungen hiufig
vorkommende Zytokin Interleukin (IL)-17 die Expression von FLG verringert und die
Zytokine IL-4 und IL-13 die Expression von Involucrin und Loricrin iiber eine Aktivierung
von STAT6 (Signal Transducer and Activator of Transcription-6) herunterregulieren
(Gutowska-Owsiak et al., 2012; van den Bogaard ef al., 2013). Daher konnte eine
Hochregulation von FLG bei AD-Patienten und zur Behandlung entziindlicher
Hauterkrankungen von klinischer Relevanz sein (van den Bogaard et al., 2013; Furue et al.,
2019). So konnte gezeigt werden, dass die in Steinkohlenteer enthaltenen PAK iiber eine
Aktivierung des AHR-Signalweges die Hautbarrierefunktion verbessern, indem es zu einer
vermehrten Expression von FLG und einer Inhibierung des IL-4/STAT6-Signalweges
kommt (van den Bogaard et al.,, 2013). Dariiber hinaus konnte eine erst kiirzlich
durchgefiihrte Studie aufzeigen, dass die entziindungshemmende Wirkung von
Steinkohlenteer weitgehend auf der AHR-abhingigen Induktion antimikrobieller Peptide
(AMP) beruht (Smits et al., 2020). Die beobachtete Diskrepanz, dass eine Aktivierung des
AHR (durch z.B. PAK) auf der einen Seite an der Pathogenese entziindlicher
Hauterkrankungen beteiligt sein kann und andererseits zu einer Verbesserung dieser

Erkrankungen beitragt, ist bisher nur unzureichend verstanden (van den Bogaard ez al., 2013;
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van den Bogaard et al., 2015; Hidaka et al., 2017; Vogel et al., 2020). Eine mdgliche
Erklarung konnte jedoch auf eine Verdnderung des Mikromilieus der gesunden und
entzlindeten Haut und entsprechender Unterschiede von Immunzellpopulationen oder der
epidermalen Barrierefunktion zum Zeitpunkt der Exposition zuriickzufiihren sein (Vogel et
al., 2020). In NC/Nga-Méusen, einem fiir die AD im Menschen etablierten Tiermodell,
konnte gezeigt werden, dass im Vergleich zur Kontrollbehandlung FICZ die AD-éhnliche
Hautentzlindung sowie den transepidermalen Wasserverlust verbessert. Die Autoren
schlussfolgerten demnach, dass die AHR-vermittelte Expression von FLG durch FICZ ein
wesentlicher Bestandteil der Behandlung von entziindlichen Hauterkrankungen sein konnte
(Kiyomatsu-Oda et al., 2018). Die beschriebenen UVA-induzierten phototoxischen
Eigenschaften von FICZ, die bereits im nanomolaren Konzentrationsbereich auftreten,
stellen den therapeutischen Nutzen jedoch stark in Frage. Ahnlich sieht es bei der
therapeutischen Behandlung mit Steinkohlenteer aus. Friither hdufig bei Ekzemerkrankungen
eingesetzt, wird Steinkohlenteer aufgrund der phototoxischen und moglichen kanzerogenen
Eigenschaften heute nur noch in sehr seltenen Fillen zur Therapie verwendet (Diette et al.,

1983; Santella et al., 1994; Roelofzen et al., 2012; Roelofzen et al., 2015).

Interessanterweise wurde eine FICZ-Applikation jedoch zur Therapie von Hauttumoren
vorgeschlagen. Dabei kommt es durch die Erzeugung von oxidativem Stress mittels
Photoanregung von FICZ zu einer verstiarkten Apoptose maligner Zellen, sowohl in vitro als

auch in vivo (Justiniano et al., 2020).

Obwohl es eine Vielzahl von Forschungsarbeiten auf diesem Gebiet gibt, ist bisher nicht
bekannt, welche Wirkung das Expressionslevel und die Aktivitit des AHR auf die
photosensibilisierenden Eigenschaften von FICZ hat. Die in dieser Arbeit erhobenen
Befunde zeigen erstmalig, dass die Aktivitdit des AHR malBigeblich die durch FICZ und
UVA-Strahlung induzierte Phototoxizitdt in humanen Keratinozyten beeinflusst. Bereits
frithere Studien konnten zeigen, dass FICZ nach Inkubation mit einem S9 Leberenzym-Mix
von Arocolor-vorbehandelten Ratten innerhalb weniger Minuten metabolisiert wird (Wei et
al., 1998). Insgesamt wurden fiinf Hauptmetabolite identifiziert, deren Bildung zeit- sowie
CYP1A1-und NADPH-abhingig erfolgten. Dabei kam es zur Mono- und Dihydroxylierung,
bei der eine oder zwei Hydroxyl-(OH)-Gruppen eingefiigt wurden. So entstanden durch
Monohydroxylierung die Metabolite 2-OH-FICZ und 8-OH-FICZ sowie die
dihydroxylierten Metabolite 2,8-dOH-FICZ, 4,8-dOH-FICZ und 2,10-dOH-FICZ. Dariiber

hinaus wurden weitere Metabolite nach Inkubation von FICZ mit humanem S9 Mix
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identifiziert, die bisher jedoch strukturell nicht weiter charakterisiert worden sind. Die
genannten Metabolite wurden nachfolgend durch Konjugationsreaktionen, wie etwas
Sulfonierung oder Glucuronidierung, durch Phase II-Enzyme des Fremdstoffmetabolismus
(Sulfotransferasen, UDP- Glucuronosyltransferasen) weiter abgebaut (Bergander et al.,
2003; Bergander et al., 2004). Es ist jedoch nicht bekannt, ob und in welchem Ausmal einige

dieser Metabolite ebenfalls photosensibilisierende Eigenschaften aufweisen.

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass es im Vergleich zu AHR-profizienten
Keratinozyten zu einer verstirkten durch FICZ/UVA-induzierten Phototoxizitit in
AHR-knockdown Keratinozyten kam. Diese verstirkte Phototoxizitét korrelierte mit einer
gehemmten CYP1AIl-Enzymaktivitit sowie einem verringerten FICZ-Abbau.
Interessanterweise wurde eine verstirkte Apoptose, als Marker fiir Phototoxizitét, erst nach
einer vierstiindigen Behandlungszeit mit 100 nM FICZ beobachtet. Es ist daher moglich,

dass in AHR-profizienten-Keratinozyten weitere phototoxische Metabolite entstehen.

Mittels HPLC-Messungen konnte gezeigt werden, dass die FICZ Konzentration im Medium
von AHR-profizienten-HaCaT-Zellen zeitabhdngig sank. Zudem wurde gezeigt, dass der
UVA-sensibilisierende und Apoptose-induzierende Konzentrationsbereich von FICZ
zwischen 25 nM und 50 nM lag. Das intrazellulire FICZ-Level wurde jedoch nicht
analysiert, sodass keine sicheren Riickschliisse darauf gezogen werden konnten, welche
Konzentration intrazelluldr nétig ist, um die FICZ/UVA-induzierte Phototoxizitét
auszuldsen. Sank die FICZ-Konzentration im Medium von HaCaT-Zellen unter einen Wert
von ca. 20-25 nM, wurde eine verringerte Induktion des antioxidativ-wirkenden Enzyms
HOX-1 sowie eine reduzierte Bildung von Superoxid-Anionen als Marker fiir ROS
beobachtet. Die Anzahl apoptotischer Zellen sowie die Aktivitit der Caspase-3 verringerten
sich ebenfalls deutlich. Diese Daten deuten darauf hin, dass eine FICZ-Konzentration unter
20 nM keine UVA-photosensibilisierende Wirkung entfacht. Gerade in Bezug auf eine
UVB-Bestrahlung ist diese Erkenntnis von groBer Bedeutung, da unsere Haut stets dem
gesamten Spektrum des Sonnenlichts und nicht nur dessen UVB-Anteil ausgesetzt ist. In
diesem Zusammenhang sollte erwdhnt werden, dass gesunde menschliche Haut Hefen der
Gattung Malassezia und weitere Mikroorganismen beherbergt, die ebenfalls FICZ sowie
weitere potenziell phototoxische Tryptophan Metabolite bilden und in das sie umgebende
Mikromilieu absondern kdnnen (Magiatis et al., 2013). Somit konnte nicht nur eine UVB-
Bestrahlung potenziell relevant fiir die FICZ/UV A-induzierte Phototoxizitdt sein, sondern

auch das Mikrobiom der Haut eine Rolle spielen.
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In einer aktuellen Studie haben Smith ez al. den bakteriellen Metaboliten Tapinarof als AHR-
Agonisten identifiziert. Nach topischer Applikation verbessert Tapinarof die Symptome von
AD und Psoriasis, was moglicherweise auf eine Aktivierung des AHR/NRF2-Signalweges
zuriickzufiihren ist (Smith et al, 2017). So konnten sie zeigen, dass Tapinarof
Hautentziindungen in einem Imiquimod-induzierten Modell der Psoriasis reduzierte und
schlussfolgerten, dass diese anti-inflammatorischen Effekte auf eine vermehrte Aktvierung
des AHR- und NRF2-Signalweges zuriickzufiihren waren. Interessanterweise konnte unsere
Arbeitsgruppe erst kiirzlich zeigen, dass der Toll-like Receptor 7-Agonist Imiquimod in
humanen Keratinozyten durch das AHR-abhingige Enzym CYP1A1 abgebaut wird. Nach
unseren Daten scheint daher eine Hochregulation der CYP1AI1-Aktivitit in der Haut
(beispielsweise durch topische Applikation von Tapinarof) den metabolischen Abbau von
Imiquimod zu beschleunigen, wodurch die Entziindungsreaktion in der Haut abgeschwicht
werden sollte (Mescher ef al, 2019). Trotz alledem zeigen klinische Studien die
Wirksamkeit von Tapinarof, insbesondere bei der Behandlung von AD-Patienten
(Bissonnette et al., 2012a; Bissonnette et al., 2012b; Peppers et al., 2019). Der
therapeutische Effekt von Tapinarof konnte auf eine transiente Aktivierung des AHR und
assoziierte Verbesserung der Hautbarriere zurtickzufiihren sein oder auf AHR-unabhingigen
Mechanismen beruhen. Beispielsweise besitzt Tapinarof eine antibakterielle Wirkung, die
unter Umstdnden durch Verdnderung der Zusammensetzung des Hautmikrobioms anti-
entziindliche Effekte hervorruft (Li et al., 1995). In der Tat zeigen Untersuchungen des
Hautmikrobioms von gesunden Probanden und Patienten mit AD bzw. Psoriasis
Unterschiede sowohl hinsichtlich der bakteriellen Diversitdt als auch der quantitativ

dominierenden Bakterienspezies auf (Fyhrquist ez al., 2019; Paller et al., 2019).

Die AHR-agonistische Wirkung von Tapinarof konnte im Rahmen dieser Arbeit bestitigt
werden. So konnte aufgezeigt werden, dass eine Vorbehandlung von NHEK mit Tapinarof
die Genexpression und Enzymaktivitit von CYP1Al stimuliert und somit die durch
FICZ/UV A-induzierte =~ Apoptose verringert. Dieser Effekt wurde zudem in
AHR-profizienten-, nicht aber in AHR-knockdown-HaCaT-Keratinozyten bestétigt. Des
Weiteren kam es zu einer leichten Induktion (1,6-fach) der HOX-1 nach einer alleinigen
Tapinarof-Behandlung, weshalb eine Beteiligung des NRF2-Signalweges zunéchst nicht
ausgeschlossen werden konnte. Da eine Tapinarof-Vorbehandlung jedoch keine Wirkung
auf die FICZ/UV A-induzierte Apoptose in HaCaT-shAHR-Keratinozyten zeigt, erscheint

eine Beteiligung der NRF2-induzierten antioxidativen Stressantwort unwahrscheinlich. Um
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diese Annahme zu bestitigen, miissten jedoch weitere Versuche durchgefiihrt werden. Das
NRF2-Gen ist zudem aufgrund seines Vorhandenseins mehrerer XRE in seiner
Promotorregion ein direktes Ziel des kanonischen AHR-Signalweges (Miao et al., 2005).
Ein knockdown des AHR konnte folglich in einer verringerten Expression des NRF2

resultieren und somit die Induktion der antioxidativen Stressantwort abschwichen.

Eine Vorbehandlung der NHEK mit Tapinarof zeigte, dass eine einstiindige Vorbehandlung
mit FICZ und eine anschlieBende UVA-Bestrahlung keine Wirkung auf die
FICZ/UV A-induzierte Caspase-3 und -9 Aktivitit hat. Eine zweistiindige Vorbehandlung
hingegen reflektierte die in HaCaT-Keratinozyten gewonnen Befunde. Somit scheint der
metabolische Abbau von FICZ in NHEK verzogert abzulaufen. Eine weitere Erkldrung
konnte sein, dass NHEK sensitiver gegeniiber der durch FICZ/UVA-induzierten
Phototoxizitit sind. Im Vergleich zu HaCaT-Keratinozyten zeigte eine Behandlung mit
100 nM FICZ (2 hund 4 h) und 5 J/cm? UVA-Strahlung, dass NHEK eine fast zweifach so
hohe Aktivitdt der Caspase-3 aufweisen und die Anzahl apoptotischer Zellen um fast 10 %
ansteigt. Dies miisste jedoch in weiteren Experimenten und mittels HPLC-Messungen der
intrazelluldren FICZ-Konzentration iiberpriift werden. Dariiber hinaus wurden in dieser
Arbeit NHEK von nur einem Spender verwendet, mdgliche interindividuelle Unterschiede
im Hinblick auf den Fremdstoffwechsel sowie die Suszeptibilitdt gegeniiber oxidativem

Stress wurden folglich nicht berticksichtigt.

4.2. NRF2-defiziente Keratinozyten sind sensitiver gegeniiber der durch FICZ und
UVA-Strahlung induzierten Phototoxizitit

Die Expression von Genen, die fiir antioxidative und/oder konjugierende Enzyme der
Phase II kodieren, wird in Antwort auf verschiedene Umweltfaktoren induziert, um der
schidigenden Wirkung potentiell reaktiver Intermediate entgegenzuwirken. Der
Transkriptionsfaktor NRF2 wird in Antwort auf oxidativen Stress sowie elektrophilen Stress
induziert und orchestriert die adaptive Genexpression. Dabei scheint es eine gewisse
Uberschneidung mit Zielgenen des AHR zu geben. Zu diesen Genen gehdren u.a. die NQO1
(Tijet et al., 2006), Gluthation-S-Transferasen (Rushmore und Pickett, 1990) und UGT1A1
(Yueh und Tukey, 2007). Eines der wohl bekanntesten Zielgene, dessen erhdhte Expression
hiufig als Marker fiir eine Aktivierung des NRF2-Signalweges angesehen wird, ist die
HOX-1(Alam et al., 1999).
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Um zu tlberpriifen, welche Rolle der NRF2-Signalweg in der durch FICZ/UV A-induzierten
Apoptose besitzt, wurden NRF2-defiziente Keratinozyten verwendet. Anhand von Western
Blot-Analysen konnte der knockout des NRF2-Gens in HaCaT-Keratinozyten bestdtigt
werden. Zusidtzlich zeigte die Auswertung der qRT-PCR, dass NRF2-defiziente
Keratinozyten eine verringerte Genexpression der HOX-1 aufweisen. Diese Befunde fiihren
zu der Annahme, dass das NRF2-Protein einen entscheidenden Einfluss auf die durch
FICZ/UV A-induzierte Apoptose hat, indem es die Expression wichtiger antioxidativer
Enzyme induziert. In der Tat resultiert ein Ausschalten des NRF2-Gens in einer vermehrten
durch FICZ/UV A-induzierten Apoptose. Diese vermehrte Eliminierung ist moglicherweise
auf eine vermehrte Bildung von ROS und assoziierte oxidative DNA-Schiden
zuriickzufiihren. Eine verringerte Expression zytoprotektiver Enzyme scheint daher fiir eine
vermehrte durch FICZ/UVA-induzierte Apoptose in NRF2-defizienten Keratinozyten
verantwortlich zu sein. Dariiber hinaus legen die Ergebnisse nahe, dass eine Inaktivierung
des NRF2-Gens keinen Einfluss auf den FICZ-Metabolismus nimmt, da es zu einer
zeitabhéngigen Abnahme der durch FICZ/UV A-induzierten Apoptose kommt. Im Vergleich
zu einer zweistiindigen Exposition mit FICZ und anschlieBender UVA-Bestrahlung,
resultierte eine vierstiindige Behandlung mit FICZ und eine nachfolgende UV A-Exposition
in einer verringerten Caspase-3, -8 und -9 Aktivitit. Trotz alledem kann nicht
ausgeschlossen ~ werden, dass  NRF2-regulierte = Enzyme des Phase I
Fremdstoffmetabolismus am Abbau von FICZ beteiligt sind. Des Weiteren fiihrte eine
Behandlung der NRF2-knockout Keratinoyten mit FICZ und UVA-Strahlung zu einer
vermehrten Induktion der Caspase-8 Aktivitit. Diese Caspase-8 Aktivitit war in den
NRF2-profizienten Zellen nahezu nicht messbar. Die durch FICZ/UV A-induzierte Apoptose
wurde demnach hauptséchlich iiber den intrinsischen Weg reguliert. Exogen oder endogen
erzeugte ROS fiihren dabei zu einer Aktivierung des Tumorsuppressor p53, welcher als
Transkriptionsfaktor nach einer DNA-Schiadigung die Expression von Genen des Zellzyklus,
der Apoptose und/oder der DNA-Reparatur kontrolliert. Es konnte bereits sehr friih
bewiesen werden, dass p53 eine entscheidende Rolle insbesondere bei der
bestrahlungsinduzierten Apoptose spielt (Lowe et al., 1993; Lu, 1993; Ziegler et al., 1994).
Eine von Henseleit ef al. durchgefiihrte Studie zeigte, dass in HaCaT-Zellen eine konstitutive
p53-Expression vorliegt, die nach UVB-Bestrahlung zunahm (Henseleit et al., 1997). Die
basale p53-Expression in unbehandelten HaCaT-Zellen ist dabei auf die Tatsache
zuriickzufiihren, dass HaCaT-Keratinozyten zwei Mutationen im p53-Gen tragen, die eine

langere Protein-Halbwertszeit als Wildtyp (WT) p53 hat (Lehman et al., 1993). Dariiber
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hinaus konnte gezeigt werden, dass die Induktion von p53 in der UV-induzierten Apoptose
unabhingig von der Neusynthese von p53 ist. Vielmehr scheint eine posttranslationale
Stabilisierung von p53 fiir eine Hochregulation verantwortlich zu sein (Maltzman und
Czyzyk, 1984; Healy et al., 1994; Henseleit et al., 1997). Der genaue Mechanismus der
pS3-induzierten Apoptose in HaCaT-Keratinozyten ist jedoch bisher unklar. Eine
Beteiligung von p21 als Mediator der p53-Antwort scheint in diesem Fall unwahrscheinlich,
da das mutierte p53 in HaCaT-Zellen den p21-Promotor nicht transkriptionell aktivieren
kann, wie dies bei WT p53 der Fall ist (Datto et al., 1995; Henseleit ef al., 1997). Anhand
von in vitro und in vivo Studien konnte zudem eine reduzierte Anzahl UV-Strahlung
induzierter apoptotischer Zellen nach Inaktivierung des p53-Gens gezeigt werden. Diese
Daten deuten demnach daraufhin, dass p53 in HaCaT-Keratinozyten, trotz besagter
Punktmutationen, zumindest teilweise funktionsfahig ist (Ziegler et al., 1994; Henseleit et
al., 1997). Des Weiteren konnten zusitzliche apoptotische Signalwege in HaCaT-Zellen
aktiviert werden, die z.B. den Tumorsuppressor p73 beinhalten. So konnten Stiewe und
Piitzer zeigen, dass p53-defiziente Zellen zu einer Aktivierung p53-induzierter Zielgene und
zur Apoptose fiithren. Diese unabhingig von p53-induzierte Apoptose soll dabei iiber eine

vermehrte Aktivitdt von p73 induziert werden (Stiewe und Piitzer, 2000).

Bei der Einleitung der intrinsischen Apoptose durch p53 kommt es zu einer Freisetzung pro-
apoptotischer Bcl-2-Proteine, die die Funktion anti-apoptotischer Proteine hemmen konnen.
Dariiber hinaus verursachen ROS einerseits eine Oxidation von Cardiolipin, was zu einer
Freisetzung des Cytochrom C ins Zytosol fiihrt und andererseits in einer Depolarisation der
mitochondrialen Membran resultiert. Dies hat zur Folge, dass die Offnung von BAX/BAK-
Kanilen auf der dufleren Mitochondrienmembran induziert wird, was die Freisetzung
weiterer pro-apoptotischer Proteine ins Zytosol ermoglicht (Redza-Dutordoir und Averill-
Bates, 2016). In Antwort auf DNA-Schédden kann p53 jedoch auch den extrinsischen Weg
der Apoptose fordern, indem es neben der Expression pro-apoptotischer Proteine zur
Expression Apoptose-induzierender Liganden fiir die sogenannten Todesrezeptoren kommt
(Haupt et al, 2003). Die Aktivierung der Caspase-8 kann dann nachgeschaltete
Effektor-Caspasen sowie BID (BH3 Interacting-Domain Death Agonist) aktivieren. BID
wiederum kann die Freisetzung von Cytochrom C initiieren und somit ebenfalls zu einer
Aktivierung des intrinsischen Signalwegs fiihren (Li ef al., 1998). Aus diesem Grund ist es
moglich, dass die beobachtete gesteigerte Caspase-9 Aktivitit in den NRF2-defizienten

Zellen durch eine zusitzliche Aktivierung der Caspase-8 initiiert wird.
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4.3. Die photosensibilisierenden Therapeutika Vemurafenib und Ketoconazol

verstirken die FICZ und UVA-Strahlung induzierte Phototoxizitit

Die arzneimittelinduzierte Lichtempfindlichkeit ist eine Reaktion der Haut auf topisch sowie
systemisch eingenommene Medikamente, die durch die Exposition der Haut gegeniiber UV-
Strahlung ausgeldst werden kann. Diese Lichtempfindlichkeitsreaktionen der Haut sind ein
immer héufiger auftretendes Problem in der Dermatologie und bereits bis zum Jahre 1995
wurden hunderte chemische Verbindungen und Medikamente beschrieben, die diese
unerwiinschten Nebenwirkungen auslésen (Gould et al., 1995). Die Entwicklung
experimenteller Testverfahren, um diese potentiell schidliche Wirkung neuer Substanzen zu
identifizieren, brachten wenig Erfolge. Viele dieser Testverfahren sind nicht in der Lage das
breite Spektrum photosensibilisierender Agentien anzuzeigen. Daten, die in vitro oder in
Tiermodellen gewonnen wurden, sind hdufig nicht eins-zu-eins auf den Menschen
tibertragbar. Selbst durch Photoprovokationstests an Probanden konnen nicht alle
Photosensibilisatoren identifiziert werden (Loprieno, 1992; Selvaag, 1997). Obwohl sich die
Forschung in den letzten Jahren enorm weiterentwickelt hat und es mittlerweile eine Reihe
von Testsystemen gibt (Peters und Holzhiitter, 2002; Thude et al., 2015; Reinen et al., 2018;
Seto et al., 2020), ist immer noch unklar, wie einige Substanzen und Medikamente ihre
phototoxischen Eigenschaften entfalten. Bei vielen reichern sich die Arzneimittel und ihre
Metabolite in der Haut an und es kommt zu phototoxischen Reaktionen. Die
zugrundeliegenden Mechanismen, iiber die der in der Krebstherapie -eingesetzte
Proteinkinase-Inhibitor Vemurafenib sowie das Antimykotikum Ketoconazol phototoxische

Wirkungen entfalten, sind bisher nur unzureichend verstanden.

Der Serin/Threonin-Kinase-Hemmstoff Vemurafenib ist fiir die Behandlung von Patienten
mit metastasiertem Melanom sowie Erdheim-Chester-Erkrankung mit einer BRAF-V600E-
Mutation zugelassen. Mutationen im Codon 600 treten bei ca. 40 — 60 % der kutanen
Melanome auf und fithren hiufig zu einem Aminosdureaustausch, der eine dauerhafte
Aktivierung der Kinase und des nachgeschalteten proliferationsféordernden MAPK-
Signalweges induziert. Bei etwa 90 % dieser Mutationen kommt es zu einem Austausch der
Aminosdure Valin durch Glutaminsdure (Curtin ef al., 2005; Bollag et al., 2010; Chapman
et al., 2011). In einer klinischen Studie von 2013 wurde 520 Patienten Vemurafenib
verabreicht. Die hiufigsten Nebenwirkungen, die bei 92 -95 % der Patienten auftraten, waren
unerwiinschte Nebenwirkungen der Haut, darunter Ausschldge (64 — 75 % der Patienten),

aber auch phototoxische Reaktionen ( 35 — 63 % der Patienten) (Lacouture et al., 2013). Die
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Vemurafenib induzierten kutanen Plattenepithelkarzinome, die ebenfalls im Verlauf der
Therapie auftreten konnen, scheinen jedoch nicht mit der durch Vemurafenib-induzierten
Phototoxizitdt in Zusammenhang zu stehen (Wu ef al, 2017). Bei der Vemurafenib-
vermittelten Phototoxizitdit kann es, wie bei den meisten photosensibilisierenden
Medikamenten, zu einer erhohten (verzogerten) Sonnenbrandreaktion kommen. Zudem
kann Vemurafenib wihrend und direkt nach einer UVA-Exposition zusitzlich eine
Sofortreaktion ausldsen, die durch Erytheme, Odeme sowie ein Gefiihl von Jucken, Brennen
und Hitze gekennzeichnet ist. Diese Symptome &dhneln den Symptomen einer
erythropoetischen Protoporphyrie nach einer Exposition mit Sonnenlicht. Bei der
erythropoetischen Protoporphyrie besteht ein Mangel des Enzyms Ferrochelatase. Es konnte
gezeigt werden, dass Vemurafenib mit einer Ferrochelatase-Hemmung durch die Bindung
an die Protoporphyrin-Stelle dieses Enzyms assoziiert ist, was zu einer Akkumulierung von
Protoporphyrin fiithrt und somit eine Erkldrung fiir die Sofortreaktion sein konnte. Das
Wirkspektrum fiir eine Protoporphyrin induzierte Phototoxizitét liegt jedoch an der Grenze
des UVA-Spektrums zum sichtbaren Lichtspektrum (400 nm — 415 nm) und unterscheidet
sich daher vom Wirkspektrum der Vemurafenib assoziierten Phototoxizitit (Wellenlénge <
400 nm) (Gelot ef al., 2013). Es konnte zudem gezeigt werden, dass Vemurafenib seine
photosensibilisierenden Eigenschaften nur nach einer Bestrahlung mit Wellenldngen im
UVA-Bereich induziert. Eine UVB-Bestrahlung fiihrte zu keinen phototoxischen
Reaktionen der Haut (Dummer et al., 2012). Spektralfluorometrische Analysen konnten
zudem zeigen, dass moglicherweise ein bisher nicht ndher beschriebener Metabolit des
Vemurafenibs und nicht das parentale Molekiil an der UVA-induzierten Phototoxizitdt
beteiligt sein konnte (Brugicre ef al., 2014). Interessanterweise zeigen die Ergebnisse dieser
Arbeit, dass Vemurafenib alleine unter den gewihlten Testbedingungen zu keinen
phototoxischen Reaktionen (Apoptose) in HaCaT-Keratinozyten und NHEK fiihrt. Vielmehr
scheint es, dass eine Vemurafenib-induzierte Hemmung des AHR zu einem verlangsamten
metabolischen Abbau und somit zu einer Akkumulation von FICZ und mdglicherweise
weiterer AHR-affiner Tryptophan-Photoprodukte fiihrt. Eine Vorbehandlung mit dem nicht-
phototoxischen AHR-Antagonisten MNF und eine anschlieende Exposition der HaCaT-
Zellen und NHEK mit FICZ und UVA-Strahlung, reflektieren die in der Literatur
beschriebenen phototoxischen Effekte von Vemurafenib. Die Ergebnisse dieser Arbeit
stehen jedoch im Kontrast zu Daten von Woods et al., die zeigen, dass eine Behandlung von
HaCaT-Keratinozyten nur mit Vemurafenib und einer UVA-Dosis von 5 J/cm? zu einer

verringerten Zellviabilitit fiihren (Woods et al., 2015). In einer weiteren Arbeit zeigen Hepp
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et al., dass eine UVA-Bestrahlung von Vemurafenib in chemico zu keiner Generierung von
ROS fiihrt und somit die Hypothese untermauert, dass moglicherweise weitere exogene oder
endogene Molekiile und/oder Vemurafenib-Metabolite die UV A-induzierte Phototoxizitét
induzieren (Heppt et al., 2020). Nachfolgende Experimente der Arbeit von Hepp et al. zeigen
zwar, dass die Zellviabilitit in Vemurafenib und UVA-Strahlung exponierter 3T3-
Mausfibroblasten negativ beeinflusst wird, allerdings treten phototoxische Reaktionen
iiberwiegend im epidermalen Kompartiment der Patientenhaut auf, sodass sich die Frage
stellt, inwiefern Fibroblasten ein geeignetes Modell fiir mechanistische Untersuchungen zur

Vemurafenib-induzierten Phototoxizitit darstellen (Gongalo, 2019).

Interessanterweise konnten wir in Kooperation mit der Klinik fiir Dermatologie des
Universitétsklinikums Diisseldorf erst kiirzlich zeigen, dass Vemurafenib den kanonischen
AHR-Signalweg inhibieren kann (Hawerkamp ef al., 2019). Da eine Behandlung mit
Vemurafenib des Weiteren zu einer gesteigerten Expression von COX-2 fiihrt und diese
Beobachtung auf eine Aktivierung des nicht-kanonischen Signalweges hindeutet, scheint
Vemurafenib selektiv den kanonischen AHR-Signalweg zu inhibieren. Es wurde postuliert,
dass ein Ungleichgewicht in der Aktivitit der kanonischen und nicht-kanonischen AHR-
Signalwege die Homoostase der Haut beeinflusst (Haarmann-Stemmann ef al., 2015). Eine
voriibergehende Aktivierung des AHR hat, wie bereits beschrieben, einen positiven Einfluss

auf die Hautbarriere, insbesondere bei der Therapie von AD- und Psoriasis-Patienten.

Die Ergebnisse implizieren, dass die Vemurafenib-induzierten Hautausschlage nicht auf eine
allergische Reaktion zurilickzufiihren sind, sondern vielmehr durch eine Inhibierung des
AHR verursacht werden, die mit einer gestdrten Homdostase der Haut einhergeht
(Hawerkamp et al., 2019). Aus diesem Grund wurde von uns der von Smith et al.
identifizierte = AHR-Agonist Tapinarof zur Behandlung Vemurafenib-induzierter
Hautausschldge vorgeschlagen (Smith et al., 2017). Durch eine topische Applikation kénnte
es moglicherweise zu einer Aktivierung des kanonischen AHR-Signalweges kommen und
somit zu einer Verbesserung Vemurafenib-induzierter Hautausschldge. Diese Tatsache wire
dariiber hinaus nicht nur interessant zur Therapie Vemurafenib-induzierter Hautausschlige,
sondern zusdtzlich auch fiir die Behandlung bzw. der Priavention UVA-induzierter
phototoxischer Effekte von Vemurafenib. Eine topische Aktivierung des AHR, wihrend
einer Vemurafenib Therapie konnte moglicherweise verhindern, dass es zu einer

Akkumulierung von FICZ oder auch anderen photosensibilisierenden Substanzen kommt.
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Interessanterweise konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Vemurafenib nicht nur die
Aktivitdt des AHR in HaCaT-Keratinozyten und NHEK beeinflusst, sondern zusitzlich eine
inhibierende Wirkung auf die Enzymaktivitit von CYP1A1 hat. Im EROD-Assay fiihrte eine
30-miniitige Zugabe von Vemurafenib, Ketoconazol und dem etablierten CYP1A-Inhibitor
7-HF zu einem signifikant gehemmten Umsatz von 7-Ethoxyresorufin zum Resorufin in
FICZ-behandelten HaCaT-Zellen und NHEK. Diese Daten deuten darauf hin, dass
Vemurafenib und Ketoconazol die katalytische Aktivitit von CYPIAl hemmen.
Moglicherweise konnte es sich jedoch auch um eine Substratinhibierung handeln, bei der
Vemurafenib und Ketoconazol um die Bindung an das katalytische Zentrum des freien
Enzyms konkurrieren. Eine Behandlung mit MNF, Vemurafenib, Ketoconazol und 7-HF
fiihrte zudem zu einer Inhibierung des FICZ-Abbaus und verstirkte die durch
FICZ/UVA- induzierte Caspase-3 und -9 Aktivitit sowie die Induktion der HOX-1. Eine
chemische Inhibierung von AHR und/oder CYP1A1 reflektiert daher die Ergebnisse der
durch FICZ/UV A-induzierten phototoxischen Effekte in HaCaT-shAHR-Keratinozyten und
impliziert, dass eine Akkumulierung von FICZ und/oder FICZ-Metaboliten zu

UVA-induzierten phototoxischen Effekten in Keratinozyten fithren kann.

Ketoconazol war eines der ersten synthetischen und zur oralen Einnahme verfiigbaren Azol-
Antimykotika, welche zur Therapie von Pilzerkrankungen eingesetzt wurden. Neben einer
Vielzahl von Nebenwirkungen, wie Hepatotoxizitit, kam es ebenfalls zu Berichten {iber
phototoxische Reaktionen der Haut, deren Ursache nicht geklart werden konnte (Mohamed,
1988; Zuba et al., 2016). Dariiber hinaus konnten Korashy et al. zeigen, dass Ketoconazol
zu einer Aktivierung des AHR in vitro fiihrt, jedoch ebenfalls ein Substrat fir CYP1A1
darstellt und somit durch Substratinhibierung die TCDD-induzierte Enzymaktivitdt von
CYPIAI hemmt (Paine et al., 1999; Korashy et al., 2007). Tsuji et al. konnten dariiber
hinaus zeigen, dass eine Behandlung mit Ketoconazol die nukleédre Translokation des AHR
induziert und zu einer Hochregulierung der CYP1A1-mRNA und Proteinexpression fiihrt.
Des Weiteren kam es zu einer vermehrten Induktion von NRF2 auf Gen- und Proteinebene
und einer verstirkten Expression der NQO-1. Die Autoren schlussfolgerten auf Grundlage
von siRNA-Experimenten, dass Ketoconazol AHR-abhdngig zu einer Aktivierung des NRF2
fiihrt und somit Zytokin-induzierten (AHR-unabhidngig) oder durch polyzyklische
aromatische =~ Kohlenwasserstoffe-induzierten = (AHR-abhdngig) oxidativen  Stress
herunterreguliert (Tsuji ef al., 2012). Die hier gewonnenen Ergebnisse deuten nicht auf eine

parallele Aktivierung von AHR und NRF2 nach einer Behandlung der Keratinozyten mit
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Ketoconazol hin. Anzumerken ist allerdings, dass Tsuji et al. die Keratinozyten fiir
mindestens 12 h mit Ketoconazol belasteten, wohingegen die Keratinozyten in dieser Arbeit
nur fiir 6 h (HaCaT-Zellen) oder 8 h (NHEK) mit Ketoconazol belastet und anschlieBend
weitere 4 h in Zellkulturmedium inkubiert wurden. Die Ergebnisse besagen weiterhin, dass
Ketoconazol zu keiner verbesserten antioxidativen Stressantwort nach einer Exposition der
Keratinozyten mit FICZ und UV A-Strahlung fiihrt. Vielmehr scheint Ketoconazol die durch
FICZ/UV A-induzierte Apoptose bzw. Phototoxizitit zu verstirken. Es gibt zudem einen
Hinweis darauf, dass Ketoconazol, vergleichbar zu Vemurafenib, seine
photosensibilisierenden Eigenschaften erst durch eine Akkumulierung von FICZ oder
anderen  potentiell  photosensibilisierenden  endogenen  Molekiilen  induziert.
Interessanterweise gibt es in der Literatur keine Hinweise auf phototoxische
Nebenwirkungen einer topischen Ketoconazol-Therapie. Dies konnte darin begriindet sein,
dass Pilzinfektionen zum Grofteil an nicht UV-exponierten Stellen, beispielsweise den

Zehenzwischenrdumen, auftreten.

4.4. Eine simultane Bestrahlung mit UVA hemmt die durch UVB-Strahlung

induzierten Schiden

Die Stressantwort UVB-exponierter Keratinozyten ldsst sich in einen DNA-
schadensabhingigen und einen DNA-schadensunabhingigen Mechanismus unterteilen
(Herrlich ef al., 1994; Shaulian et al., 2000; Schwarz, 2005a; Schwarz et al., 2005; Schwarz,
2005b; Herrlich et al., 2008). Letzterer beinhaltet eine Charakterisierung zahlreicher
zelluldrer Signalmolekiile, u.a. auch den AHR. Fritsche et al. konnten erstmals zeigen, dass
Tryptophan in Keratinozyten ein Chromophor fiir UVB-Strahlung ist und zur Generierung
von FICZ fiihrt (Fritsche et al., 2007). Neben FICZ entstehen bei der Tryptophan-Photolyse
weitere Photoprodukte mit AHR-gerichteter Liganden-Aktivitit (ICZ, dFICZ, CICI)
(Rannug et al., 1987; Rannug ef al., 1995). Die Untersuchungen von Fritsche et al. konnten
aufzeigen, dass in Antwort auf eine UVB-Exposition mit 600 J/m? UVB in etwa 80 pM FICZ
in HaCaT-Zellen gebildet werden. Eine weitere Studie von Douki ef al. konnte aufzeigen,
dass es zur Bildung von FICZ in UVB-bestrahlten Tryptophan-PBS-Losungen gekommen
war. Eine UVB-Bestrahlung von NHEK resultierte jedoch in keiner Bildung von FICZ.
Dafiir konnten sie zwei weitere direkte Tryptophan-Photoprodukte aufzeigen (N-
Formylkynurenine und Tryptamin) (Youssef et al., 2019). Der Arbeit von Douki et al.

konnte jedoch nicht entnommen werden, ob es sich dabei um NHEK von unterschiedlichen
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Spendern handelte und in welcher Hautregion die isolierten NHEK lokalisiert waren. So ist
nicht auszuschlieBen, dass die interindividuellen Unterschiede im Hinblick auf eine

UVB-Bestrahlung nicht beriicksichtig wurden.

Bisher ist jedoch unbekannt, ob und in welcher Konzentration es zur Entstehung von
weiteren durch UVB-Strahlung generierten Tryptophan-Photoprodukten in Keratinozyten
kommt. Des Weiteren wire es moglich, dass aufgrund eines sehr schnellen intrazelluldren
FICZ-Abbaus, die intrazelluliren FICZ-Messungen verfélscht niedrig sein konnten. Neben
der Entstehung von FICZ konnte es schon wihrend einer UVB-Bestrahlung zu einem
metabolischen Abbau von FICZ kommen. Dariiber hinaus wire es interessant zu wissen,
welche UV-Dosis fiir die Bildung von FICZ in der menschlichen Haut bendtigt wird und
welche Rolle das Mikrobiom dabei spielen kdnnte. Weiterhin gibt es keine Informationen
tiber potenzielle durch UVA-Strahlung induzierte phototoxische Eigenschaften dieser
Photoprodukte. Lediglich fiir das Strukturanalogon ICZ konnte gezeigt werden, dass es sich
um einen potenten AHR-Agonisten mit keinerlei UV A-phototoxischer Wirkung handelt
(Park et al., 2015).

Der zugrundeliegenden Arbeitshypothese zufolge sollte eine simultane Bestrahlung mit
UVA die UVB-induzierte Apoptose in HaCaT-shAHR-Keratinozyten steigern, da es zu
keinem bzw. einem stark verminderten metabolischen Abbau von FICZ oder weiterer
potenziell UVA-phototoxischer Substanzen kommen sollte. Diese Hypothese konnte nicht
bestitigt werden, da die Ergebnisse eindeutig zeigen, dass eine UVA-Exposition die
UVB-induzierte Apoptose sowohl in HaCaT-EV- als auch in HaCaT-shAHR-Keratinozyten
reduziert. Diese Befunde deuten darauf hin, dass die durch UVB-Strahlung gebildete
intrazelluldre FICZ-Konzentration zu niedrig ist, um in Gegenwart von UV A-Strahlung pro-
apoptotische bzw. phototoxische Effekte zu entfachen. Um dieses Szenario zu bestitigen,
miisste, wie bereits erwéhnt, die intrazelluldre FICZ Konzentration nach UVB-Bestrahlung

in HaCaT-EV- und HaCaT-shAHR-Keratinozyten determiniert werden.

Bei der UVB-induzierten Apoptose in Keratinozyten kommt es zur Entstehung von
mutagenen DNA-Photoprodukten, insbesondere CPD. Um Mutationen zu verhindern, die
gegebenenfalls eine Tumorerkrankung induzieren konnen, werden diese DNA-
Photoprodukte entweder durch ein spezialisiertes DNA-Reparatursystem, die
Nukleotidexzisionsreparatur (NER), entfernt oder die geschadigte Zelle mittels
programmiertem Zelltod eliminiert (D'Errico et al., 2003; Shah und He, 2015). Die NER ist
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ein streng kontrollierter vierstufiger Prozess, bei dem nach Erkennung des Schadens die
DNA-Doppelhelix entwunden, das geschiddigte DNA-Fragment entfernt und die entstandene
Liicke anhand des komplementédren Stranges aufgefiillt wird (Greinert et al., 1999; Schérer,
2013). Es konnte gezeigt werden, dass der AHR die Eliminierung von UVB-induzierten
CPD in humanen Keratinozyten und der Haut von haarlosen SKH-1-Miusen abschwécht
und es zusétzlich zu einer verringerten Anzahl apoptotischer Zellen kommt (Frauenstein et
al., 2013; Pollet et al., 2018). Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass
HaCaT-shAHR-Keratinozyten sowie Ahr-defiziente Miuse eine beschleunigte Reparatur
UVB-induzierter CPD aufweisen. Diese beschleunigte Reparatur von CPD in
HaCaT-shAHR-Keratinozyten sowie Ahr-defizienten Méiusen Kkorrelierte mit einem
erhohten Proteinlevel des p27-Tumorsuppressorproteins. In weiteren Experimenten konnte
bewiesen werden, dass ein Anstieg des p27-Proteinlevels, durch Inhibierung des AHR in
Keratinozyten, zu einer erhohten Aktivitit der NER fiihrte (Pollet et al., 2018). Auch konnte
gezeigt werden, dass ein Anstieg des p27-Proteinlevels in einer verminderten Expression der
Checkpoint Kinase-1 (CHK1) resultierte, welche in Antwort auf DNA-Schiden zu einem
Zellzyklus-Arrest fiihrt (Sanchez ef al., 1997). Eine gehemmte Expression von CHK1 wird
zudem in Verbindung mit einer verschlechterten Homologen Rekombinationsreparatur
(HRR) gebracht (Serensen et al., 2005). Aus diesem Grund wurde postuliert, dass
verbleibende CPD in UVB-bestrahlten AHR-defizienten Keratinozyten und Maushaut
vermehrt zu einem Kollaps der Replikationsgabel fiihren, somit die Bildung von DSB

verursachen und die Apoptose einleiten.

In dieser Arbeit fiihrte eine UVB-Bestrahlung zu einer vermehrten Induktion der Apoptose
in HaCaT-shAHR-Zellen. Diese Ergebnisse untermauern die von Pollet ef al. erhobenen
Befunde, implizieren jedoch, dass es bereits nach 4 h zu einer verstirkten Eliminierung
geschidigter AHR-knockdown Keratinozyten kommt. Diese zeitlichen Unterschiede
konnten dadurch begriindet werden, dass die Keratinozyten nicht synchronisiert wurden.
Auch scheint eine Hemmung des AHR nicht nur einen positiven Einfluss auf die
UVB-induzierten Schiden zu haben, sondern mdglicherweise auch nach einer simultanen
Bestrahlung. Dies miisste jedoch anhand von weiteren Versuchen und Kanzerogenese-
Studien tliberpriift werden. Es wire dariiber hinaus moglich, dass die photosensibilisierenden
Eigenschaften von FICZ erst nach repetitiven, simultanen Bestrahlungen mit UVA und UVB
auftreten, da es zundchst zu einer Akkumulierung von FICZ und/oder anderen

phototoxischen Molekiilen kommen miisste.
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Die Entstehung UVB-induzierter DSB resultiert in der Regel aus einem Block der
Replikationsgabel. Dieser wird eingeleitet, wenn UVB-induzierte CPD nicht repariert
werden und die CPD-positiven Zellen in die Mitose iibergehen. Darauthin werden
Nukleasen aktiv, die den DNA-Strang zerschneiden, woraus die DSB resultieren (Batista et
al., 2009; Podhorecka et al., 2010). Die kovalente Basenpaarung ist somit unterbrochen und
essentielle Gene konnen nur fehlerhaft oder gar nicht mehr abgelesen werden. Wenn diese
Schiden nicht oder fehlerhaft repariert werden, fiihrt dies in der Regel zur Einleitung der
Apoptose. Unter Umstdnden konnen aber auch mutagene und klastogene Effekte auftreten,
die den Beginn einer malignen Erkrankung darstellen konnen (Rolfsmeier et al., 2010;
Svobodova et al., 2012). DSB kénnen durch die HRR oder das Nicht-homologe Endjoining
(NHEJ) repariert werden. Bei der HRR werden homologe Sequenzen des
Schwesterchromatids verwendet um den DSB zu reparieren. Die HRR lduft hauptsédchlich
in der Synthese- sowie Gz-Phase des Zellzyklus ab, weshalb bei einem Block der
Replikationsgabel, die durch UVB-induzierten CPD in der Regel durch die HRR behoben
werden. Bei der NHEJ hingegen werden die freien DNA-Enden, unabhingig von ihrer
Sequenz, tiberwiegend in der Go- und Gi-Phase des Zellzyklus, miteinander ligiert (Johnson

und Jasin, 2001; Jackson, 2002; Rothkamm et al., 2003).

Eine zeitgleiche Bestrahlung der Zellen mit UVA reduzierte sowohl die UVB-induzierte
Apoptose als auch die Zahl UVB-induzierter DNA-Schiden (CPD und yH2AX-positive
Zellen). Dies wirft die interessante Frage auf, inwiefern UV A-Strahlung Einfluss auf die
durch UVB-Strahlung induzierten Schiden hat. Die Resultate von Western Blot- und
qRT-PCR-Analysen zeigen, dass eine UVB-Bestrahlung die Expression der HOX-1 negativ
beeinflusst. Dieser Effekt konnte nicht nach simultaner Bestrahlung mit UVA und UVB
beobachtet werden. Moglicherweise konnte es eine Korrelation zwischen einer Aktivierung
des NRF2-Signalweges und einer verbesserten DNA-Reparatur geben. So konnte bereits
gezeigt werden, dass eine Bestrahlung mit UVA die apoptotischen Effekte einer
UVB-Exposition in haarlosen Mausen abschwichte (Ibuki et al., 2007). Weiterhin ist
bekannt, dass, unabhéngig von oxidativem Stress, eine UV A-Bestrahlung von Krebszellen
die Aktivitdit der HRR verbessert (Jayakumar et al., 2015). In beiden Arbeiten wird eine
ursdchliche Beteiligung des NRF2-Signalweges vorgeschlagen. Tatsdchlich fiihrt die
Behandlung von Keratinozyten mit FICZ und UVA-Strahlung zu einer vermehrten
Induktion NRF2-abhéngiger Zielgene. Obwohl diese Aktvierung ROS-abhingig ist (Park et

al., 2015), ware es moglich, dass es nach simultaner UVA/UVB-Exposition zu einer
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verstarkten Reparatur UVB-induzierter DSB (durch eine vermehrte Aktivitdt der HRR)
kédme. Diese vermehrte Aktivitat konnte folglich durch das durch UVB-Strahlung generierte
Photoprodukt FICZ und eine gleichzeitige Bestrahlung mit UV A zuriickzufiihren sein. FICZ
und UVA-Strahlung wiirden zu einer Aktivierung des NRF2-Signalweges fiihren, dadurch
zu einer verstirkten Aktivitdt der HRR beitragen und somit die Anzahl UVB-induzierter
apoptotischer Zellen verringern. Des Weiteren scheint lediglich eine simultane Bestrahlung
einen positiven Einfluss auf die UVB-induzierten Schiden zu haben. Die sequentiellen
Bestrahlungen der HaCaT-Zellen mit UVA und UVB reflektieren die Ergebnisse der
UVB-Einzelbestrahlung. Die Daten zeigen somit, dass es einen groen Unterschied macht,
ob in vitro und in vivo Bestrahlungsstudien mit Einzelspektren oder simultanen Spektren
(z.B. UVA und UVB) durchgefiihrt werden. Auf Grund der potentiellen Relevanz dieser
Erkenntnis fiir die Photoprotektion der Haut, bedarf es weiterer Validierung, beispielsweise

im Rahmen akuter und chronischer Bestrahlungsstudien am Nagermodell.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der AHR eine wichtige Funktion in der
UV-induzierten Stressantwort spielt. So konnte bewiesen werden, dass die durch
FICZ/UV A-induzierte Phototoxizitidt maBBgeblich durch die Aktivitdt des AHR beeinflusst
werden kann (Abb. 34).

- AHR Aktivierung

AHR Inhibierung
\CYP]A]
@D + [

\ J

Phototoxizitat N

Abbildung 34: Die durch FICZ/UVA-induzierte Phototoxizitit wird durch die Aktivitit des AHR
beeinflusst

Erste Hinweise geben zudem einen Anhaltspunkt, dass der AHR eine bedeutende Rolle bei
Arzneimittel-induzierten phototoxischen Reaktionen der Haut haben konnte. Simultane

Bestrahlungsstudien zeigten hinzukommend auf, dass UV A-Strahlung die UVB-induzierten
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Schéden (in vitro und in vivo) und die Apoptose (in HaCaT-Zellen, HaCaT-EV- und HaCaT-
shAHR-Keratinozyten) hemmt. Die Befunde dieser Arbeit sind daher fiir den Schutz der
Haut vor UV-induzierten Schiaden sowie der Behandlung von adversen Effekten bei der

Einnahme photosensibilisierender Arzneimittel von bedeutender Relevanz.
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