1 EINLEITUNG

Durch zunehmende Umweltbelastungen, zu denen auch erhohte ultraviolette (UV-)Strahlung
gezéhlt werden mul3, gewinnt der Umweltschutz eine immer wichtigere Bedeutung fur die
Gesundheit von Mensch und Tier. Erhdhte Hautkrebsraten sind auf eine vermehrte Exposition
grofRerer Bevolkerungsgruppen und Tierpopulationen mit potentiell gefahrdender UV-Strahlung
zurtickzufihren. Bei Lebewesen, die dem Sonnenlicht ausgesetzt sind, spielt vor alem die
durch Ausdiinnen der Ozonschicht bedingte Zunahme der auf der Erde auftreffenden UVB-
Strahlung eine Rolle. Dadurch wird nicht nur die Gesundheit von Mensch und Tier gefahrdet,
sondern auch das Gleichgewicht in empfindlichen Okosystemen, wie z.B. dem Phytoplankton
[HADER und WORREST, 1991] oder dem antarktischen Zooplankton [JANKOwsSKI und CADER,
1997; MALLOY et al., 1997]. Beim Menschen kommen ein besonderes Schonheitsideal und ein
gedndertes Freizeitverhaten hinzu, die zu hohen UV-Expositionen besonders von hellhautigen
Menschen durch Reisen in tropische Lander, intensives Sonnenbaden und Besuche im Solarium
fUhren. Zudem wird UV-Strahlung beim Menschen as Heilmittel gegen Krebs oder gegen
Psoriasis eingesetzt. Deshalb sind epidemiologische Forschungen zum Hautkrebs und das
Vegédndnis der Resktionen von Sdugerzellen auf UV-Strahlung und der induzierten
photochemischen Verénderungen an der DNS von grof3er Bedeutung.

1.1 ULTRAVIOLETTE STRAHLUNG
UV-Strahlung gehdrt zum elektromagnetischen Spektrum der Sonnenstrahlung und umfalt den
Bereich von 10 bis 400 nm. Sie schliefdt sich, zu kirzeren Wellenléangen hin, an das sichtbare
Licht an. Als Bestandtell des Sonnenlichts erreicht nur der langwellige Anteil (290-400 nm) die
Erdoberflache, kurzwelligere UV-Strahlung wird durch die Atmosphére, insbesondere die
stratosphérische Ozonschicht, absorbiert.

Die Eintellung der UV-Strahlung (Tabelle 1-1) wurde anhand der Erythem-Wirkungskurve
(Abb. 1-1, blau) und der besonders bakteriziden Wirkung der UV-Strahlen unterhalb 280 nm
getroffen.

Tabelle1-1 Eintellung der UV-Strahlung

Vakuum-UV 100 - 200 nm 20 x 10°-9,9x 10 Ws 12,4- 6,2 eV
uvC 200 - 280 nm 99x 10 -71x 10" Ws 6,2-4,4eV
UVB 280 - 315nm 7.1x10%°-6,3x 10 Ws 44-39eV
UVA 315 - 400 nm 6,3x 10 -4,9x 10 Ws 39-31eV
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Abb. 1-1 Sonnenspektrum fur Kdln, 50° 51'N, 7° 7°O, 72 m NN, 3.7.1996 12.30
h und 11.2.1998 12.30 h

Das Sonnenspektrum (schwarze bzw. rote durchgezogene Linie) wurde mit einem Bentham DM
300 Spektroradiometer auf dem Dach des Instituts fur Luft- und Raumfahrtmedizin im DLR,
KdIn-Porz gemessen (zur Verfigung gestellt von Dr. Facius). Das Erythem-Wirkungsspektrum
der CIE ist blau dargestellt [MCKINLAY und DIFFEY, 1987] und die Erythem-gewichtete
Bestrahlungsstérke der Sonne schwarz bzw. rot gepunktet.

Der Einschnitt bei 315 nm wird von der Commission Internationale de I’ Eclairage (CIE)
empfohlen und bezieht sich auf das Absinken der Erythemkurve vom Maximum der Erythem:
erzeugenden Wirkung bel 290 nm auf 1 % der Wirkung bei 315 nm.

Abb. 1-1 zeigt die an einem klaren Sommer- und Wintertag (schwarze bzw. rote durchgezogene
Linie) auf der Erdoberflache gemessene spektrale Bestrahlungsstérke, das Erythem
Wirkungsspektrum der CIE (blaue Linie) [MCKINLAY und DIFFEY, 1987] und die mit diesem
Wirkungsspektrum gewichtete Bestrahlungsstarke (schwarz bzw. rot gepunktete Kurve).
Zwischen 315 nm und 290 nm nimmt die Bestrahlungsstéarke am Sommertag um 4 Dekaden ab.
An dem Wintertag erreicht nur Strahlung oberhalb von 298 nm die Erdoberfléache. Dies ist
durch den unterschiedlichen Einfallswinkel der Sonnenstrahlung in Sommer und Winter bedingt.
Das ErythemWirkungsspektrum beruht auf Daten zur Hautrétung verschiedener menschlicher
Hauttypen, die nach UV-Bestrahlung unterschiedlicher Qualitét erhoben wurden, und es soll die
durchschnittliche Reaktion der Haut im UVA- und UVB-Bereich reprasentieren. Das Erythem-
Wirkungsspektrum zeigt, dald die relative biologische Wirksamkeit der UV-Strahlung zum
Kurzwelligen hin zunimmt, so dal3 auch eine geringe Zunahme der UVB-Bestrahlungsstérke



durch Ausdinnen der Ozonschicht eine grof3e biologische Wirkung haben wird. Dies wird
durch die erythemgewichtete Bestrahlungsstérke verdeutlicht. Sie ist das Produkt des Erythem:
Wirkungsspektrums und des Sonnenspektrums (Abb. 1-1, schwarz bzw. rot gepunktet). Die
Integration der Flache unter dieser Kurve (gelbe Flache) Uber den Wellenléngenbereich von
290 bis 400 nm ergibt die Erythemdosisrate (Wm?) und ist ein MaB firr die Menge der
hautschadigenden UV-Strahlung. Die Verdinnung der Ozonschicht fuhrt nicht nur zu einer
erhohten UVB-Menge, die die Erdoberfléche erreicht, sondern auch zu einer Verschiebung der
Kante des Sonnenspektrums zum Kurzwelligen hin. Durch die hohe biologische Wirksamkeit
der Strahlung in diesem Bereich sind deshalb von einer weiteren Ausdinnung der Ozonschicht
ale Lebewesen auf der Erdoberfléche betroffen. URBACH [1997] geht, je nach Jahreszeit und
geographischer Lage, von einer Erhdhung der biologisch effektiven UV-Strahlung von 4-9 %
aus, was einen Anstieg des nicht-Melanom-Hautkrebses (Basal- und Squamosazel lkarzinome)
des Menschen von 2 % und des Malignen Melanoms von 0,6 % je 1 % Abnahme der
Ozonschicht bedingt (s. 1.1.3.).

111 DNS-Schaden und ihre Repar atur

Alle auf der Erde Iebenden Organismen sind sténdig unterschiedlichen Formen von Strahlung
ausgesetzt. Dazu gehdren die kosmische Strahlung aus dem Weltal, die UV-Strahlung der Sonne
und die Strahlung radioaktiver Elemente im Erdboden oder im Gestein.

Fir die schédlichen Wirkungen dieser Strahlung auf Zellen ist die selektive Absorption der UV-
Strahlung durch Chromophore verantwortlich. Das wichtigste Chromophor fur kurze
Wellenlangen ist hierbei die DNS. Deren Basen bestimmen ihr Absorptionsverhaten von 200
bis 260 nm. Unter 200 nm absorbieren in erster Linie die Desoxyribosephosphate des DNS-
Ruckgrats. Strahlensch&den an der DNS sind z.B. Briiche der Nukleotidketten, Veranderungen
der Basen und intra- und intermolekulare Vernetzungen (Tabelle 1-2). Die UV-induzierten
Einzelstrangbriiche kénnen sowohl auf direkte Schadigung der DNS, as auch auf indirekte
Schédigung durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) zurlickgefuihrt werden. Neben diesen
Strangbriichen und Proteinquervernetzungen entstehen typische Basensch&den durch UV-
Strahlung. Bei Verwendung von 254-nm-UV und UVB-Strahlung entstehen (5-6)Cyclobutan-
pyrimidindimere (CPDs) und nicht-zyklische Pyrimidin(6-4)Pyrimidonaddukte ((6-4)-
Photoprodukte). Bei den beteiligten Pyrimidinen handelt es sich meist um Thymin.

Tabdle1-2 UV-induzierte DNS-Schaden

Basenschaden, (5-6)Cyclobutanpyrimidindimere (CPDs)

z.B. nicht zyklische Pyrimidin(6-4)-Pyrimidonaddukte ((6-4)-Photoprodukte)
8-Hydroxyguanin und Thyminglycol

Einzelstrangbriiche (Doppel strangbrtiche bei UV C)

DNS-Proteinquervernetzung
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Sdugerzellen sind, wie auch Bakterienzellen, in der Lage, induzierte DNS-Schéden aus ihrem
Genom zu entfernen, bevor diese durch eine DNS-Replikation als Mutation manifest werden.
Die immense Bedeutung, die den Reparaturmechanismen dabei zur Erhaltung der Stabilitédt der
Erbinformation zukommt, wird durch einen hohen Homologiegrad der einzelnen Enzyme der
unterschiedlichen Reparaturwege von Bakterien und Hefen bis zum Menschen unterstrichen
[BATTY and WooD, 2000]. Nur einige wenige Enzyme erkennen einen spezifischen Schaden,
wie z.B. die O°-Methylguanin-DNS-Methyltransferase das V orliegen von O°-Methylguanin, und
eliminieren ihn. Die Mehrzahl der DNS-Veranderungen werden nicht von einzelnen Enzymen,
sondern Uber komplexe enzymatisch gesteuerte Reparaturwege beseitigt.

Im Zuge der Basenexzisionsreparatur (BER) wird die N-glycosidische Bindung zwischen einer
fehlerhaften Base und der Desoxyribose durch eine Glycosylase, z.B. eine Uracilglycosylase,
hydrolysiert. Die dadurch entstandene Fehlistelle wird von einer AP-Endonuclease erkannt,
daraufhin wird das DNS-Ruckgrat eingeschnitten, worauf die Polymerase b das fehlende
Nukleotid in die entstandene Licke einpald, eine Desoxyribosephosphodiesterase den
Uberzahligen Zuckerphosphatrest entfernt und eine DNS-Ligase die Liicke endgultig schlief3t.
Alternativ kdnnen auch langere Reparatursequenzen von den Polymerasen d oder e und
Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) als deren Cofaktor generiert werden.

Die Nukleotidexzisionsreparatur (NER) ist ein komplexer Reparaturvorgang, bel dem ein
Multienzymkomplex den DNS-Schaden, z.B. ein CPD oder (6-4)-Photoprodukt, erkennt, de
DNS zu beiden Seiten des Schadens einschneidet und zwischen diesen beiden Schnitten ein
Oligonukleotid entfernt. Die entstandene Liicke wird auch hier durch eine Polymerase gefullt
und durch eine Ligase verschlossen. Ein Bestandteil des Multienzymkomplexesist u.a. der aus
neun Untereinheiten bestehende basale Transkriptionsfaktor TFIIH, der in ungeschadigter DNS
seine Funktion in der DNS-Transkription erfillt. Bei Vorliegen von DNS-Verénderungen wird
TFIIH modifiziert und erlangt seine Reparaturaktivitét.

Neben den genannten Reparaturwegen existieren weitere Mechanismen, welche die Beseitigung
von DNS-Schdden nach ener DNS-Replikation ermoglichen. Allerdings sind diese
Mechanismen nicht unbedingt fehlerfrel, konsequenterweise kdnnen Mutationen im Genom
verbleiben.

Einige setene humane Erbkrankheiten gehen mit Mutationen in Genen der NER einher. Die
Erkrankung Xeroderma pigmentosum (XP), die mit einer Sonnenlichtempfindlichkeit und
erhdhten Rate an Hauttumoren korreliert, wird durch Mutation in einem von 7 Genen (XPA-
XPG) bestimmt. Von den XP-Genprodukten stellen XPA, XPC, XPF, und XPG einzelne
Proteine des NER-Multienzymkomplexes dar; dabel sind XPB und XPD Untereinheiten des
Transkriptionsfaktors TFIH.
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112 Biologische Konsequenz der DNS-Schéden
Die geschédigte Zelle kann je nach Grad der Schédigung, ihrer Reparaturkapazitét und Position
im mitotischen Zellzyklus unterschiedlich reagieren:
Die Zelle kann die geschédigte DNS reparieren und sich erholen.
Die Schéden werden nicht rechtzeitig repariert und wahrend der folgenden Zelltellungen
als Mutation fixiert.
Die Zelle Uberlebt die Bestrahlung, ist jedoch nicht mehr teilungsfahig (,, reproductive cell
death").
Die Bestrahlung fthrt zum unmittelbaren Zelltod (Apoptose, s.u.).

Das Einwirken von Strahlung auf die Zelle [6st eine Signalkaskade (s. 1.1.4) aus, deren Ablauf
zu einem der oben beschriebenen Endpunkte fuhren kann. Von besonderer Bedeutung als
Voraussetzung fur die Tumorentstehung durch DNS-reaktive, genotoxische Karzinogene sind
hierbei Mutationen. Mutationen in verschiedenen Protoonkogenen und Tumorsuppressorgenen
werden fur die Entstehung maligne entarteter Zellen verantwortlich gemacht [WEINBERG, 1995;
WEINBERG, 1996].

Da parallel zu den Sch&den an der DNS und/oder as Folge dieser Schaden in der betroffenen
Zéelle bestimmte Gene vermehrt oder vermindert transkribiert werden, kann diese friihe Antwort
der Zelle as ein Indikator dafir dienen, dal3 eine DNS-Schéadigung stattgefunden hat. Sowohl
UVC-, UVB- ds auch UVA-Strahlung modulieren die Expression verschiedener Stref3antwort-
Gene in relevanten Dosisbereichen [TYRRELL, 1991] (s. 1.1.5). Art und Ausmald der
Schédigung, die Letditét und die Verdnderung des Genexpressionsmusters hdngen dabei nicht
nur von der Dosis der UV-Strahlung, sondern wesentlich von der Art der UV-Strahlung
(Vakuum-UV, UVC, UVB, UVA) ab.

UVC- und Vakuum-UV-Strahlung haben eine stark letale Wirkung (Tabelle 1-3), die durch das
Absorptionsmaximum der DNS bei 260 nm erklart wird. Die DNS ist damit das wichtigste
Zielmolekdl fir Inaktivierung und Ausdsung von Mutationen [SETLOw, 1974]. Die UVC- und
UVB-induzierten Basenschaden storen die normale Basenpaarung und werden as nicht
informativ angesehen, so dal? verbleibende Basenschéden bel der nachsten Replikation Ursache
fur Mutationen sein konnen. Dabei werden CPDs und (6-4)-Photoprodukte als Haupt-
Pramutationddsionen in Sdaugerzellen nach UV-Exposition betrachtet [DROBETSKY und
GLICKMAN, 1990; TORNALETTI und PrEIFER, 1996]. Neben der Konsequenz der
Muitationsaud 6sung haben diese Basenschéden auch sofortige Reaktionen zur Folge, wie eine
temporé&re Hemmung der DNS-Replikation (Initiation und Progression der DNS-Gabel)
[GRIFFITHS et al., 1990] und der RNS-Elongation wahrend der Transkription (Tabelle 1-3).
CPDs in Promotorsequenzen, die zudem langsamer als transkribierte Sequenzen aktiver Gene
repariert werden [Tu et al., 1996], kdnnen die Bindung von Transkriptionsfaktoren verhindern
[TOMMASI et al., 1996].
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Tabelle1-3  Biologische Wirkungen der UV-Strahlung auf zdlulérer Ebene

Letalitét von Zellen, Apoptose

Mutagenitét

Zdlzyklusstop

Beeinflussung der Replikation

Verédnderungen der Genexpression (Transkription, RNS-Prozessierung, Trand ation)
Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)

UVA ist der energieermste Bereich des UV und in seiner Wirkung zum Teil auf die Gegenwart
von Sensibilisatoren (Sensitizern) angewiesen. Die resultierenden indirekten DNS-Schaden
entstehen entweder durch direkten Energietransfer zwischen Sensibilisatoren und DNS oder
Uber ein reaktives Zwischenprodukt (,photodynamische Reaktion®). Fir die biologischen
Effekte der UVA-Strahlung ist prima die Bildung von ROS wie Singulett-Sauerstoff,
Peroxidradikalen (-O,), Wasserstoffperoxid (H,O,) und Hydroxylradikalen (-OH) in der
bestrahlten Zelle verantwortlich [TYRRELL, 1991]. Diese ROS sind reaktives Zwischenprodukt
bei der Bildung von 8-Hydroxyguanin und Thyminglycol in den Nukleinsduren und im
wesentlichen fur die nach UVA-Bestrahlung entstehenden Membranschéden durch
Lipidperoxidation verantwortlich.

Je nach Strahlenqualitét (UVA, UVB und UVC) wird ein unterschiedlicher Apoptose-Typ in
murinen  LymphomZellen induziert: Durch UVA-induzierte Membranschdden (im
Wellenlangenbereich von 340-400 nm) kann die sofortige, préprogrammierte Apoptose
ausgel0st werden, durch DNS-Schadigung dagegen die verzogerte Apoptose [GODAR und
Lucas, 1995], Prozesse, bel denen entweder ein konstitutiver biochemischer Weg ohne
Proteinsynthese oder ein induzierbarer mit makromolekularer Synthese beschritten werden
[GODAR, 1996]. Inzwischen wird ein dritter Apoptose-Typ durch hohe Dosen von UVB und
UV C beschrieben, die ,intermediate” Apoptose, ausgeldst durch Rezeptor-Vernetzung an der
Zellmembran [ GODAR, 1999].

Sehr viele experimentelle Daten zur biologischen Wirkung der UV-Strahlung wurden und
werden mit germiziden UV-Lampen (254 nm) gewonnen, obwohl solare UVC-Strahlung
natirlicherweise nicht auf der Erde ankommt. Fur die Erstellung von Referenzwerten ist es
deshalb auch weiterhin erforderlich, Untersuchungen mit dieser Wellenl&nge durchzufiihren,
auch wenn andere Lampen, die die solare UV-Strahlung smulieren, zur Verfigung stehen.

113 Die Bedeutung der UV-Strahlung fur die Gesundheit von Mensch und Tier

Von den verschiedenen Gesundheitsstorungen, die durch UV-Strahlung ausgel0st werden
konnen (Tabelle 1-4), it die Tumorentstehung aufgrund des madglicherweise todlichen
Ausgangs von grofder Bedeutung.
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Tabelle1-4  Wirkung der UV-Strahlung auf die Gesundheit von Sdugetieren

akut bis subakut chronisch
Sonnenbrand (Dermatitis solaris) mit Karzinogenitét - Tumorinitiation und —promotion:
Erythem, Odem und Stérungen des Squamosa- und Basalzellkarzinome (SCC, BCC),
Allgemeinbefindens wie Unwohlsein, Malignes Melanom?
Somnolenz, Schilttelfrost, Fieber ,Lichtalterung® der Haut (solare Elastose)

Sonnenbrand-Keratinozyten (Kernpyknose,  Aktinische / Solare Keratose
eosi hophiles Zytoplasma = Apoptose) K atarakt

Phototoxische Reaktionen / Photosensibilitét
Photoallergische Reaktionen

Photokeratitis und -konjunktivitis
Hyperpigmentierung der Haut
Vitamin-D-Synthese in der Haut
Hyperplasie der Epidermis
Immunsupression lokal und systemisch
Aktivierung von Viren

UVB-Strahlung, die nur zum Tell die Erdoberfléche erreicht, ist beim Menschen und anderen
Saugetieren Audoser fur das solare Erythem und die Entstehung von Hautkrebs, insbesondere
die aus epidermalen Keratinozyten abgeleiteten Squamosa- und Basalzellkarzinome (SCC,
BCC) [BRIDGES, 1990; ZIEGLER €t al., 1994; ELwooD et al., 1989].

Die Induktion von Hautkrebs wird as ein Mehrstufenprozef3 angesehen, der genetische und
epigenetische Veranderungen beinhaltet [SLAGA, 1989] und in dem UV-Strahlung sowohl as
Tumorinitiator as auch as Tumorpromotor agiert [MATSUI und DELEO, 1991]. Sieist also fir
die irreversible Transformation von Normalzellen in initiierte, pramaligne Zellen und fur die
selektive klonale Expansion dieser Zellen wahrend der Promotionsphase verantwortlich.
Muitationen in Tumorsuppressor- und Onkogenen, diein der Kontrolle von Apoptose, Zellzyklus
und Proliferation eine Rolle spielen, kdnnen zu abnormer Zellproliferation fuhren. Bei der
Hautkrebsentstehung sind die Tumorsuppressorgene p53 (TP53, s. 1.1.4) und patched (ptc) und
die ras-Onkogene von Bedeutung. Besonders haufig wurden in menschlichen und murinen
Hauttumoren Mutationen im p53-Gen nachgewiesen. Die p53-mutierten Zellen haben in der
Epidermis bei weiterer UV-Exposition durch die ausgeschaltete p53-abhéngige Apoptose einen
Uberlebensvorteil gegeniiber wildtyp-p53-Zellen und expandieren klonal in die Liicken, die
sterbende Sonnenbrand-Keratinozyten (Tabelle 1-4) hinterlassen [SOEHNGE et al., 1997]. Die
Bedeutung der DNS-Reparatur, insbesondere der NER, fur den Schutz vor den karzinogenen
Effekten der UV-Strahlung wird durch die hohe Inzidenz von Hautkrebs bel XP-Patienten
deutlich [BOULIKAS, 1996; COPELAND et al., 1997]. In der Tumorpromotions-phase spielen
epigenetische Veranderungen eine grofie Rolle, die durch Veranderungen der Genexpression zu
neuen Transkriptionsmustern fuhren kénnen [GiBBS et al., 1990].
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Eine Bedeutung der UV-Strahlung in der Progressionsphase bis zur klinischen Manifestation
des malignen Tumors aufgrund der weiteren genetischen und epigenetischen Veranderungen der
Tumorzellen und der UV-bedingten Immunsuppression 183t sich nicht ausschliefzen.

UVB-Strahlung kann systemisch und lokal eine Immunsuppression verursachen [KonNDO und
SAUDER, 1995; BOONSTRA und SAVELKOUL, 1997]. Die erstere resultiert aus der Induktion von
T-Suppressorzellen durch geschéadigte Langerhans-Zellen oder durch in die Haut infiltrierende
Makrophagen [KRIPKE, 1981]. Loka werden von UV-bestrahlten Keratinozyten
immunsupprimierende Cytokine wie Interleukin (IL-) 10, Tumornekrosefaktor (TNF-) a und IL-
la freigesetzt [ULLRICH, 1995]. Ein weiterer wichtiger Faktor bel der UVB-induzierten
Immunsuppression ist die in der Epidermis durch Photoisomerisierung gebildete cis-
Urocaninsaure [NOONAN und DE FABO, 1992].

Neben den Veranderungen in der Haut ist durch eine erhdhte UV-Belastung die Aktivierung
latent im Genom vorhandener Viren zu erwarten, z.B. HIV-1 Uber Bindungsstellen fir den
nukledren Faktor k B (NF-kB, s. 1.1.5) [STEIN et al., 1989A], SV40 und Herpes simplex Virus
(HSV) 1[HERRLICH et al., 1992].

Am Auge kann UVB-Strahlung zur Entwicklung von Katarakten [ZIGMAN, 1993] und zu einem
gehéauften Auftreten der infektiosen Keratokonjunktivitis bei Rindern fihren [MAYER, 1992,
KoPECKY et al., 1980].

UVA-Strahlung, die die Ozonschicht fast unabgeschwéacht passiert, ist fur die frihzeitige
Hautalterung verantwortlich, kann aber auch in geringerem Ausmal3 als UVB zu Erythem und
Katarakthildung fuhren. Die Veranderungen in der sonnengeschédigten Dermis, die as solare
Elastose bezeichnet werden, entstehen durch Ablagerung abnormer elastischer Fasern. UVA
kann tiefer als UVB in die Haut eindringen, bis in die Basalschicht der Epidermis und die
oberen Schichten der Lederhaut [BRULS et al., 1984]. Beim Menschen kann die Exposition mit
UVA-Strahlung héher sein ds mit UVB-Strahlung. Diesist nicht nur durch den relativen Antell
des UVA am Spektrum bedingt, das die Erdoberflache erreicht (Abb. 1-1), sondern auf
Solarienbesuche und die Verwendung UVB-blockender Sonnencremes, die nur die
hautbréunende UVA-Strahlung passieren lassen, zurtickzufthren. Vieles deutet darauf hin, dal3
UVA-Strahlung a's Tumorpromotor auf UVB-initiierte Keratinozyten wirken kann [MATSUI und
DeLEO, 1991]. Durch ein ausgedehntes Sonnenbad bel Verwendung hoher Lichtschutzfaktoren
oder durch Solarienbesuche konnen so hohe UVA-Dosen akkumuliert werden, dald eine
mutagene und kanzerogene Wirkung nicht mehr ausgeschlossen werden kann [MOAN, 1994,
DROBETSKY et al., 1995; STARY et al., 1997]. Telweise wird UVA-Strahlung bereits als
vollsténdiges Karzinogen (Initiator und Promotor) bezeichnet [DE LAAT et al., 1997].

Einen gewissen Schutz vor den schadlichen Wirkungen der UV-Strahlung bieten die
Hyperplasie der Epidermis (Lichtschwiele) und die Meaninsynthese, welche, abhangig vom
Hauttyp, nach UV-Exposition beim Mensch und bei manchen Tierarten auftreten. Auch bel
Hammerhaien, die sich in der N&he der Wasseroberflache aufhalten, konnte eine
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»Sonnenbraunung® und ein zunehmender UV B-Schutz durch gesteigerten Melaningehalt der Haut
bei langerer UV-Exposition beobachtet werden [LowE und GOODMAN-LOWE, 1996].

Die potentielle UV-Belastung bel Tieren unterscheidet sich vom Menschen in mehreren
Aspekten: Das Verhaten der Tiere wird nicht durch das Schonheitsideal sonnengebraunter Haut
bestimmt, so dal3 viele Tierarten bei starker Insolation Schattenplétze aufsuchen. Die Geometrie
der exponierten Hautoberflache unterscheidet sich bei den Hausséugetieren von der des
aufrecht gehenden Menschen, so dal3 andere Bereiche als beim Menschen fir UV-induzierte
Hautverénderungen pradisponiert sind. Hierfir ist auch der Schutz durch Fell und
Pigmentierung entscheidend. Insbesondere treten gehauft SCC in nichtpigmentierten und
unbehaarten Hautbezirken von Katzen, Rindern, Schafen, Pferden und Hunden auf [MAYER,
1992; MARKS et al., 1992]. Bei weil3en Angoraziegen und Schafen in Stidafrika und Australien
kommt es gehéuft zu Plattenepithel karzinomen der Haut im Bereich der Ohren, des Hornansatzes
und des Perineums und bei weil3en Katzen an den Ohrspitzen [WEISS und KARBE, 1990].
ANDERSON und BADzIOCH [199]1] stellten in den USA einen sgnifikanten Zusammenhang
zwischen steigendem Risiko zur Entwicklung des ,cancer eye’ bel Rindern und steigender
Intensitét der Solarstrahlung fest. Diese Plattenepithelkarzinome nehmen ihren Ausgang vom
konjunktivalen Lidrand oder vom Limbus corneae und treten bevorzugt bei Rinderrassen mit
schwach- oder nichtpigmentierten Lidrandern (Hereford, Hohenfleckvieh, Smmentaler) auf
[WEISS und KARBE, 1990]. Sowohl das ,cancer eye® as auch die bovine infektitse
Keratokonjunktivitis kdnnen wirtschaftliche Verluste durch verminderte Gewichtszunahmen und
Tierverluste verursachen. Auch beim Pferd wurde ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten
okuldrer SCC und der Sonnenexposition gefunden [DUGAN et al., 1991]. Fir das Auftreten von
Hautkrebs ist auch das Lebensater, das die Tiere unter normalen Umstdnden erreichen,
entscheidend, da die Verdnderungen erst nach einer langen, vermutlich Spezies-abhangigen
Latenzzeit auftreten. Um diesen Unterschieden Rechnung zu tragen, wurden Untersuchungen zur
Abschétzung biologischer UV-Wirkungen bel Tieren [KASPER, 1986] und zur Schétzung der
Sonnenbrandgefahrdung bei geschorenen Schafen in Australien durchgefiihrt [CHAPMAN et al.,
1984]. Haufiger als die Dermatitis solaris ist bel Tieren die Photodermatitis, die nach
Aufnahme  photosensibiliserender  Medikamente  (Phenothiazin,  Sulfonamide), von
Futterzusatzstoffen (Olagquindox) oder Pflanzen wie z.B. Johanniskraut (Hypericum perforatum)
und Buchweizen (Fagopyrum esculentum) oder in Zusammenhang mit einer Primérerkrankung
(Stérung des Porphyrinstoffwechsels, Hepatopathie) bei Sonnenexposition auftritt.

Bel Wildtieren ist nur wenig Uber die Risken einer erhthten UV-Exposition bekannt. Bel in
Gebauden gehaltenen Zootieren (Reptilien, Saugetiere, Vogel) wird die fur die Vitamin-D-
Produktion fehlende UV-Strahlung in 60 % der européischen Zoos durch Einsatz kinstlicher
UV-Quellen kompensiert [ SCHAUBERGER, 2000].

Bel Fischen ist die UV-Exposition u.a. von der Tribung des Wassers und der Aufenthaltstiefe
im Wasser abhangig. UV-Strahlung kann zu einem gehauften Auftreten von Schéaden in
Fischzuchten fihren [MAYER, 1992; BuLLOCK, 1985; BuLLOCK und CouTTs, 1985].
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114 Signaltransduktion in Sauger zellen nach Exposition mit UV-Strahlung

Die zdluldare Signaltransduktion gibt der Zelle die Mdglichkeit, sich an ihre Umgebung
anzupassen und ihr Wachstum und ihre Differenzierung im Zellverband zu kontrollieren.
Anderungen der zelluldren Signaltransduktion und Aktivierung von Protoonkogenen oder
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen erscheinen heute als der mdgliche gemeinsame
M echanismus genotoxischer und epigenetischer Kanzerogene [MARQUARDT, 1997].

Zur Zeit ist es noch nicht moglich, ein einheitliches Bild der zelluldren Vorgange nach
Begtrahlung mit UV-Licht zu zeichnen, da die Effekte nur teilweise aufgeklart sind und stark
vom Zéelltyp und von der Strahlenart (UVC, UVB, UVA) geprégt sind. Dies wird durch die
Dominanz der CPDs und (6-4)-Photoprodukte bei UV C- und UVB- und der oxidativen Schéden
bei UVA-Einwirkung deutlich. Es gibt zahlreiche Untersuchungen dartiber, welche Proteine
nach UV-Bestrahlung in bestimmten Zelltypen vermehrt nachweisbar sind [FORNACE JR., 1992].
Verschiedene Kinase-Kaskaden wurden identifiziert, die diese Resktionen der Zellen
vermitteln. Nur wenig ist dabel Uber die Bedeutung von UVA bel der Modulation der
intrazelluldren Signaltransduktion bekannt, und es bleibt noch offen, wie ein unterschiedlicher
Schéadigungsgrad und verschiedene Strahlenarten zu unterschiedlichen Antworten der Zéelle (s.
1.1.1) fuhren konnen, die unter Umstdnden Uber Mutationen und Verdnderungen der
Genexpression zu Tumorinitiation und -promotion fihren kénnen. Besonders interessant ist
dabei das Zusammenspiel der Aktivierung pro- und antiapoptotischer Faktoren, wie z.B. NF-kB
(s. 1.1.5).

Die Resktionen der Zelle nach UV-Bestrahlung werden as ,,UV-Antwort* (UV-response)
bezeichnet. Funktion der UV-Antwort soll der Schutz der Zelle vor den Auswirkungen von
DNS-Schéden sein. Auf die durch UV-Strahlung gesetzten Schéden reagiert die Zelle aktiv, d.h.
Uber bestimmte Signatransduktionswege werden durch Aktivierung der Transkription
bestimmter Gene Proteine de novo synthetisiert (s. 1.1.5). Ausnahme st hierbei die konstitutive,
sofortige Apoptose, die ohne Proteinsynthese ablauft (s. 1.1.1).

Die Signawege und die aktivierten Faktoren bei Exposition mit UV- oder ionisierender
Strahlung Uberschneiden sich tellweise. So missen sowohl bel UV- als auch bei ionisierender
Strahlung mindestens zwei Reaktionswege unterschieden werden, wobei einer im Zellkern und
der zweite an der Plasmamembran startet. Die Aktivierung dieser Wege kann durch intrinsische
zelluldre Radikalproduktion (ROS) ausgelOst oder verstarkt werden [LANDER et al., 1995].
Wie auch die UV-Antwort kann die Reaktion auf ionisierende Strahlung zytoprotektiv oder
zytotoxisch sein, abhangig vom aktivierten Signalweg. Diese Wege beinhalten die Aktivierung
von Rezeptoren in der Plasmamembran, die Stimulation zytoplasmatischer Proteinkinasen, die
Aktivierung der Transkription und eine geanderte Zellzyklusregulation. Dabel hat die DNS
Schadenserkennung und -Reparatur einen Einfluld auf diese Signalkaskade und die daraus
entstehenden zellul&ren Antworten [ SCHMIDT-ULLRICH et al., 2000].
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Im Zellkern werden als Sensoren fiur strahleninduzierte DNS-Schaden p53, ATM (Protein,
dessen Gen in Ataxia-telangiectasia-(AT)-Zellen mutiert ist), die Poly(ADP-Ribose)-
Polymerase (PARP) und die DNS-abhéngige Proteinkinase (DNA-PK) angesehen (Abb. 1-2)
[MORGAN und KASTAN, 1997; GIAcCCIA und KASTAN, 1998; SzumieL, 1998]. AT ist eine
Erbkrankheit, bei der die Strahlenempfindlichkeit der Zellen erhoht ist und die Betroffenen
besonders anféllig fur Krebserkrankungen sind. ATM stellt einen Faktor dar, der die DNS-
Sch&den mit den verschiedenen Resktionen der Zelle, die durch p53 vermittelt werden,
verknipft. ATM beeinflul® auch den NF-kB-Inhibitor (IkB) und damit die NF-kB-gesteuerte
Transkription [SCHMIDT-ULLRICH et al., 2000]. Die UV-induzierten DNS-Schaden |6sen eine
Signalkaskade aus, die zur Akkumulation von p53 fuhrt [ZHAN et al., 1993]. p5S3 vermittelt,
abhangig von der Dosis, durch Aktivierung verschiedener Gene entweder einen Zelzyklus-
Arrest und die Aktivierung der DNS-Reparatur oder die Apoptose (Tabelle 1-3, Abb. 1-2)
[SANCHEZ und ELLEDGE, 1995]. Gene, in deren Promotor bzw. Enhancer sich p53-
Bindungsstellen befinden, sind z.B. das GADD45-Gen (induzierbar durch ,,Growth Arrest and
DNA Damage"), das MDM2-Gen, das bax-Gen und das stromabwarts vom p53-Gen gelegene
p21-Gen [ZHAN et al., 1994; ZHAN et al., 1996; LATCHMAN, 1998D; CHIN et al., 1997].
GADD45 kann an PCNA binden und eine Rolle bei der DNS-Reparatur spielen [ SANCHEZ und
ELLEDGE, 1995]. Die Aktivierung der MDM2-Expression konnte durch eine negative feedback-
Schleife die Wirkung von p53 beenden, Bax dagegen wird fur die Einleitung der Apoptose in
Zellen mit irreparablen DNS-Sché&den verantwortlich gemacht [LATCHMAN, 1998D]. Der
Zdellzyklusstop nach DNS-Schadigung, der den Zelen Zeit fir DNS-Reparaturleistungen
verschafft, wird durch p21 ausgel6st, welches Cyclin-abhangige Kinasen (CDK) hemmt [EL-
DeRY et al., 1994]. Diese Mechanismen vermindern das karzinogene Potentia der solaren UV-
Strahlung und haben zu der Bezeichnung von p53 as ,, Wéchter des Genoms* (,,guardian of the
genome”) gefuhrt [LANE, 1992]. Das p53-Gen wird as Tumorsuppressorgen bezeichnet, dain
der Karzinogenese seine Mutation oder Deletion sowie eine Veranderung der Faktoren, die mit
p53 zusammenwirken (z.B. das Onkogen MDMZ2), ein entscheidender Schritt sein kann
[LATCHMAN, 1998D]. PARP bindet an DNS-Strangbriiche und rekrutiert nach Automodifikation
durch gebundene Poly(ADP-Ribose)-Polymere andere Proteine, wie z.B. p53, p21 und DNA-
PK, deren Funktion durch diese Polyanionen beeinfluft wird [ALTHAUS et al., 1999]. DNA-PK
ist an der DNS-Doppelstrangbruchreparatur beteiligt, sie bindet dabel an freie DNS-Enden und
setzt elne Phosphorylierungskaskade in Gang.

Ein Signalweg, der von der Plasmamembran ausgeht, wird durch Phosphorylierung und/oder
Multimerisation von Rezeptormolekilen angestof3en, wie z.B. der Rezeptoren fir den
Epidermalen Wachstumsfaktor (EGF-R), Interleukinrl (IL-1R) und TNF-a (TNF-R)
[WARMUTH et al., 1994; SACHSENMEIER et al., 1994; ROseTTE und KARIN, 1996; PEUS et al.,
2000]. Die SH-Gruppen verschiedener Kinasen und Phosphatasen (z.B. die Tyrosin
Phosphatase) werden durch UV-Strahlung oxidiert und dadurch inaktiviert, © dal3 vermehrt
phosphorylierte Wachstumsfaktorrezeptoren vorliegen [BENDER et al., 1997].
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Abb. 1-2 p53/ATM/NF-kB und die zellulare Antwort auf Strahlung

Die nukledren DNS-Schadens-Sensorproteine, p53, ATM und DNA-PK, spielen eine zentrale
Rolle in der Modulation zellularer Antworten, die direkt oder indirekt Gber die Regulation
zellularer Gene Apoptose (Bax, Bcl-2) oder Zellzyklusarrest (p21), DNS-Synthese und
Reparatur (p21, GADD45, gebunden an PCNA) und Uberleben beeinflussen. MDM2-Protein
kann an p53 binden und seine Funktionen Uber eine negative feedback-Schleife hemmen.
Strahlung kann p53 direkt oder indirekt Uber ATM aktivieren. AulRerdem kann ATM direkt die
DNS-Reparatur beeinflussen. Alternativ konnte ATM die Transkription tUber kB und NF-kB
modulieren. Pfeile und Blocks bedeuten stimulierende bzw. hemmende Signale. Vorgange an
der Zellmembran, verschiedene Kinasen, AP1, PARP und der Einflul von GADD45 auf die
DNS-Reparatur wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit weggelassen [modifiziert nach
SCHMIDT-ULLRICH et al., 2000; HARRIS, 1996 und SzUMIEL, 1998].

Die zytoplasmatische Signaltransduktion nach UV C-Bestrahlung involviert Mitogen-aktivierte
Proteinkinasen (MAPK) als distalen Beginn der Signalkaskade [KYRIAKIS und AVRUCH, 1996].
Die UV-aktivierte ¢Jun-NHy-terminale Kinase (JNK) z.B. kann den Transkriptionsfaktor AP1
(Activator Protein 1), ein Heterodimer aus den Protoonkogen-Produkten Fos, Jun und/oder Jun
B, phosphorylieren und damit aktivieren. AP1 vermittelt die Induktion verzogert UV-
aktivierbarer Gene mit AP1-Bindungsstellen [DeEvARY et al., 1991]. Dazu gehtren der
Plasminogenaktivator, die Kollagenase I, Stromelysinrl und -2 und die Metdlothionine
[SCHREIBER et al., 1995]. Diese Metalloproteinasen verursachen den dermalen Kollagenabbau
und konnen damit fur die frihzeitige lichtbedingte Hautalterung verantwortlich sein [FISHER et
al., 1996].
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1.15 Genaktivierung in Sduger zellen durch UV-Strahlung am Beispiel des NF-k B-
Pathways

Alle Zellen von Bakterien bis zu Sdugerzellen reagieren auf verschiedene Behandlungen mit
Aktivierung oder Unterdriickung der Expression bestimmter Gene [LATCHMAN, 1998C]. Die
Transkription spielt im Prozeld der Genexpression eine zentrale Rolle (ohne sie kénnen ale
nachfolgenden Schritte der Genexpression, wie RNS-Spleif3en, Transport ins Zytoplasma,
Trandation in Protein, nicht stattfinden). Sie bietet damit einen attraktiven Kontrollpunkt der
Regulation der Genexpression as Antwort auf verschiedene Stimuli [LATCHMAN, 1998A]. Die
Transkription wird durch Interaktionen an Promotor- und Enhancer -Elementen des betreffenden
Gensreguliert.

Der Promotor liegt direkt stromaufwarts der transkribierten Region und enthélt Sequenzen wie
TATA oder CCAAT und Spl-Regionen (Consensussequenz GGGCGG) fur die basale
Transkription (T, Thymin; A, Adenin; G, Guanin; C, Cytosin). Diese sind an der konstitutiven
Genexpression beteiligt (z.B. im humanen Metallothionein 11A-Gen). Die TATA-Box ist in sehr
vielen, aber nicht alen Genen vertreten ist und liegt ~ 30 bp stromaufwérts des
Transkriptionsstartpunktes. Sie spielt eine wichtige Rolle bei der richtigen Positionierung
dieses Startpunktes [LATCHMAN, 1998A] und bindet vermutlich essentielle Transkriptions-
proteine einschliefdich der RNS-Polymerase Il. Andere, weiter stromaufwérts gelegene
Elemente (,, upstream promoter elements*) kdnnen die relativ geringe Aktivitét der TATA-Box
verstarken, z.B. die Spl-Box oder die CCAAT-Box in einer oder mehreren Kopien.

Enhancer-Sequenzen sind weit entfernt vom Transkriptionsstartpunkt lokalisiert, stromauf-
oder stromabwarts oder innerhalb der Transkriptionseinheit. Sie haben keine eigene Promotor-
aktivitét, verstarken jedoch die Aktivitdt eines Promotors. Sie enthalten Bindungsstellen fur
Transkriptionsfaktoren, wobel diese Elemente oft mit denen direkt stromaufwérts des
Promotors liegenden identisch sind.

An der Antwort auf verschiedene Stimuli kdnnen verschiedene Sequenzelemente in der
Promotor- und/oder Enhancer-Region beteiligt sein. Die verschiedenen regulierten Elemente
sind nicht in allen Geweben von gleicher Wichtigkeit. Die induzierbaren Sequenzelemente
interagieren mit Sequenz-spezifischen Transkriptionsfaktoren, was zu einer erhdhten
Transkription des betreffenden Gens fuhrt. Die Transkriptionsfaktoren selbst werden durch eine
Reiz-spezifische Signalkaskade aktiviert, an deren Ende oft die Phosphorylierung des
Transkriptionsfaktors steht (s. 1.1.4). In der Regel ist dabel keine de-novo-Proteinsynthese
erforderlich, weil die Faktoren bereits in einer inaktiven Form in der Zelle existieren. Solche
posttrandationalen Modifikationen eines préa-existierenden Faktors spielen bei folgenden UV-
induzierbaren Promotorelementen eine Rolle [LATCHMAN, 1998C; STEIN et al., 1989A]:

dem Serum-Reaktionselement (SRE, Serum Response Element), z.B. im Promotor des ¢

fos-Gens, das den Ternary Complex Factor (TCF) und den Serum Response Factor (SRF)

bindet
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dem Tetradecanoylphorbolacetat (TPA = PMA)-Reaktionselement (TRE, TPA Response
Element) = AP1-Bindungsstelle (5'-TGAGTCAG-3'), das die Genaktivierung durch
Phorbolester vermittelt, z.B. im Promotor des Kollagenase-Gens

dem p53-Reaktionse ement (p53 Response Element)

der NF-kB-Bindungsstelle

NF-kB gehort zu einer Familie strukturell verwandter Transkriptionsfaktoren (Abb. 1-3), die
sequestriert im Zytoplasma liegen, gebunden an inhibitorische Proteine aus der kB-Familie
[BAEUERLE und BALTIMORE, 1996]. NF-kB wurde zuerst als ein Protein identifiziert, das in
reifen B- und Plasmazellen, aber nicht in Pr&B-Zellen, an eine spezifische dekamere DNS-
Sequenz  (5'-GGGACTTTCC-3') innerhalb des Enhancers in enem Intron des
Immunoglobulin k light chain Gens bindet [SEN und BALTIMORE, 1986]. NF-kB existiert im
Zytoplasma der meisten Zelltypen ads Homo- oder Heterodimer. Eine Vielzahl zellulérer
Stressoren |6st Signalketten aus, an deren Ende IkB-a phosphoryliert und infolgedessen nach
Ubiquitinierung durch das Proteasomsystem abgebaut wird (Abb. 1-4A und B). In NF-kB wird
dadurch das Kernlokalisationssignal freigelegt, der Faktor gelangt in den Zellkern, bindet an
NF-kB-Bindungsstellen mit der Consensussequenz 5'-GGGRNNNYYCC-3' (N, Nukleotid; R,
Purin; Y, Pyrimidin) verschiedener Promotoren und startet die Transkription NF-k B-abhangiger
Gene [WHITESDE und ISRA?L, 1997]. TNF-a aktiviert NF-kB durch Bin-dung von TNF-a an
den TNF-R, der daraufhin TRAF2 (TNF-Receptor Associated Factor 2) rekrutiert, der
wiederum mit der Serin/Threoninkinase NIK (NF-kB-inducing kinase) assoziiert. NIK
interagiert schliefdich mit der IkB-Kinase (IKK, Abb. 1-4A) [MALININ et al., 1997]. Inaktive
NF-kB-Komplexe im Zytoplasma kdnnen auch durch proteolytische Spaltung der Vorlaufer
pl05 und pl00, die Dimere mit p65 oder c-Rel bilden (Abb. 1-4A), aktiviert werden
[MERCURIO €t al., 1993].

NF-kB wurde zunéchst auf seine Rolle bei der Regulation der Expresson von Genen
untersucht, die an Immun- und Entziindungsreaktionen beteiligt sind. So ist NF-kB an der
Regulation des Immunglobulin k-Gens in B-Lymphozyten betelligt und kann in Pré&B-Zellen
durch Lipopolysaccharid (LPS) aktiviert werden [MULLER et al., 1993]. Neben den an der
Immunantwort betelligten Genen wie TNF-a, IL-1a, IL-2, IL-2a-Rezeptor, IL-3, IL-4, IL-6 und
Interferon-g [LENARDO und BALTIMORE, 1989] aktivieren NF-kB/Rel die Transkription von
solchen Genen, die proliferative Prozesse kontrollieren und in vielen Zellen, z.B. B-Zéllen, die
Apoptose unterdriicken [BAICHWAL und BAEUERLE, 1997; SONENSHEIN, 1997]. Deshalb wird
diesem Transkriptionsfaktor auch Bedeutung in der Onkogenese und der Che-
motherapieresi stenz verschiedener Neoplasien zugeschrieben [MAYO und BALDWIN, 2000].

21



RHD

K TD
crel (RN 5] s
P L
K TD =z
P65 [ s =
o)
P I
K TD o
ReiB L] | (I T s82 &
L2 ANK Q
p10o/ps2 [ ] el 0000000 ] wo|%
P
K
p105/p50 | ] Ml 0000000 | eee
o —
By 000000 607
'aYaYa
IxBR | O0D0 | 481
i
=
: =
o
14
o
IxBp {) } () 359 | @
kB 17

Abb. 1-3 Mitglieder der Sauger-Proteinfamilien NF-kB/Rel und kB

p65 (RelA), cRel und RelB enthalten starke Transaktivierungsdoménen (TD), wahrend p50
und p52 im allgemeinen die Transkription nicht aktivieren. Die Pfeile deuten auf die
endoproteolytische Schnittstelle von p100/p52 und p105/p50. Die NF-kB/Rel-Proteine werden
durch kB-Molekile Uber Protein-Protein-Interaktionen zwischen den ankyrin repeats (ANK) in
IkB und den Rel-Homologie-Domé&nen (RHD) der NF-kB/Rel-Dimere gehemmt, da dadurch die
Kernlokalisationssequenz (K) der NF-kB/Rel-Dimere maskiert wird. Das kurzlich in B-
Lymphozyten identifizierte p50-verwandte Protein, p55, ist nicht dargestellt. Die Anzahl der
Aminoséuren jedes Proteins ist rechts vermerkt. P, PKA-Phosphorylierungsmotif; LZ, Leucine
Zipper-Domane in RelB; G, Glycin-reiche Region [aus: MAY und GOSH, 1997].
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Abb. 1-4 Schematische Darstellung des NF-kB-Signaltransduktionsweges

Bindung eines Liganden an einen membranstandigen Rezeptor verursacht den IkB-Abbau und
die Translokation von NF-kB, das hier aus p50 und RelA (p65) besteht, in den Zellkern (A).
UVA fiihrt im wesentlichen via Membranschaden, UVB und UVC zusétzlich via DNS-Schaden
zur NF-kB-Aktivierung (B). NIK, NF-kB-inducing kinase; IKK, IkB-Kinase [aus: LEGRAND-POELS
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Der NF-kB-Signalweg kann neben LPS durch eine Reihe weiterer zellulérer Stressoren wie
verschiedener Cytokine, Phorbolester, Viren, UV-Strahlung, ROS, Wachstumsfaktormangel,
Hypoxie und Hitzeschock induziert werden [MAY und GHosH, 1997]. UVA und UVB/UVC-
Strahlung 16sen dabei vermutlich Uber unterschiedliche Wege, deren Zwischenschritte noch
nicht bekannt sind, die Aktivierung von NF-kB aus (Abb. 1-4B).

NF-kB-DNS-Bindungsaktivitét ist in vielen Zelltypen induzierbar. In wenigen Zelltypen wie
reifen B-Zellen, Monozyten, Makrophagen, Neuronen, Cornea-Keratinozyten und glatten
Muskelzellen ist NF-kB jedoch konstitutiv aktiv [MAY und GosH, 1997].

Die Transkriptionsfaktorfamilie NF-kB/Rel wird auch mit verschiedenen virusbedingten
Tumorerkrankungen in Verbindung gebracht, so z.B. mit der humanen adulten T-Zell-Leukdmie,
die mit einer Infektion durch das humane T-Zell-Leukdmie Virus Typ | (HTLV-I) einhergeht, mit
den EpsteinBarr-Virus-assoziierten malignen Erkrankungen und mit  hepatozelularen
Karzinomen im Laufe einer chronischen Hepatitis-B-Virusinfektion [MOSIALOS, 1997].

Die Bedeutung von NF-kB in der Reaktion der Haut auf UVB und UVA liegt vermutlich in einer
Beeinflulung der Genexpression der Keratinozyten und Fibroblasten und in der anti-
apoptotischen Wirkung und dadurch Einflissen auf die Tumorinitiation, -promotion und -pro-
gression. Es wird auRerdem vermutet, dal3 NF-kB an der UV-induzierten Immunsuppression,
die bei der Hautkrebsentstehung essentiell ist, beteiligt ist (s. 1.1.3), da das verantwortliche
(murine) 1L-10-Gen zwel NF-kB-Motive in seinem Promotor enthélt [TEBO et al., 1994]. Der
Transkriptionsfaktor NF-kB ist in Keratinozyten bel der Produktion und Ausschiittung
verschiedener Zytokine wie IL-1, IL-6, IL-8 und TNF-a auf externe Stimuli wie LPS
Tumorpromotoren, UV und Zytokine beteiligt. Die UV-induzierte IL-6-Freisetzung aus
Keratinozyten wird fur die lokale und systemische Entziindung verantwortlich gemacht
[URBANSKI et al., 1990].

1.2 NACHWEISDER GENAKTIVIERUNG

Ein Nachweis der verstérkten Transkription eines bestimmten Gens kann direkt durch Messen
der Menge der zugehdrigen mRNS im Northern blot erfolgen oder durch Reverse-
Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR). Erhohte (Transkription und) Trandation
eines bestimmten Gens kann durch Quantifizierung des zugehtrigen Genproduktes nachgewiesen
werden. Die Messung des Genproduktes erfordert eine spezifische Methode zur Erkennung des
Proteins, z.B. mit Hilfe eines Antikorpers im Western blot, und eine Mdglichkeit der
Quantifizierung. Eine Unterscheidung, ob tatséchlich ene Verdnderung auf Ebene der
Transkription und / oder der Trandation stattgefunden hat, ist nicht méglich. Andere Methoden,
um Interaktionen an Promoter- und Enhancer-Sequenzen zu ermitteln, sind Nuclease-
Protektionsassays. Alle diese Verfahren sind sehr arbeits- und zeitaufwendig [KINGSTON,
1997].
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121 Reporterassays

Zur Ermittlung transkriptionaler Aktivierung werden vermehrt sogenannte Reportergene
eingesetzt, die ein gut zu detektierendes Protein kodieren. Solche Reportergene werden dem
Promotor des zu untersuchenden Gens nachgeschaltet und bel dessen Aktivierung, d.h. be
Bindung des Transkriptions nitiationskomplexes, verstarkt abgel esen.

An ein Reportergen werden verschiedene Anforderungen gestellt. So soll sein Genprodukt in
der zu untersuchenden Zelle nicht endogen vorhanden oder leicht zu identifizieren sein. Der
Reportergenassay soll schnell, leicht, sensitiv und kostensparend sein, und ein linearer Bereich
der Genexpression soll die Detektion von kleinen und grof3en Veranderungen der Expression
des Reportergens ermdglichen. Zudem darf das Reportergen die Physiologie der Zellen nicht
beeinflussen [SAMBROOK et al., 1989C].

Bel dem Protein handelt es sich meist um ein Enzym, z.B. die bakterielle Chloramphenicol-
Acetyltransferase (CAT), die b-Galactosidase, verschiedene Luciferasen, die sezernierte
Alkalische Phosphatase (SEAP) oder die b-Lactamase. Diese Enzyme katalysieren Reaktionen,
deren Reaktionsprodukt mit Hilfe verschiedener Verfahren erfal?t werden kann (Tabelle 1-5).
Auch das humane Wachstumshormon (hGH) wird a's Reportergen verwendet. Eswird mit Hilfe
von ®l-markierten Antikdrpern im Szintillationszahler oder mit Hilfe eines Sandwich-ELISA
quantifiziert. Die Durchfiihrung dieser Methoden erfordert neben der Zugabe von Substraten oft
eine aufwendige Probenbearbeitung.

Von den aufgefiihrten Reportern lassen sich nur die Leuchtk&ferluciferase (mit Membran
permeablem Luciferinester), die b-Galactosidase (prézipitierendes Substrat X-Gal oder FDG)
und die b-Lactamase in lebenden Zellen nachwei sen und quantifizieren, wobei die Zugabe eines
Substrates erforderlich ist.

SEAP und hGH erlauben eine wiederholte Messung der Reporteraktivitét/-konzentration im
Medium, eine Lokalisation der Reporter in der Zelle ist jedoch nicht moglich. Als Alternative
zu diesen Enzymen wird das Green Fluorescent Protein (GFP) aus der pazifischen
Leuchtmeduse Aequorea victoria angesehen.
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Tabelle1-5 Reportergene und Nachweis der zugehorigen Genprodukte

Genprodukt

Vorbehandlung der Zellen

Substrat

Nachweis

Literatur

bakterielle
Chloramphenicol-
Acetyltranferase (CAT)
(ausE. coli)

Ernte und Lyse der Zellen

C- markiertes Chloramphenicol oder
3H-markiertes Acetyl -CoA,
fluoreszierendes Chloramphenicol derivat

radiometrisch nach Dinnschicht-
chromatographie oder Phasen
extraktionsassay; fluorimetrisch

CAT-ELISA

GoRrMAN et al., 1982
KINGSTON, 1997

b-Galactosidase (lacz-
Gen ausE. coli)

Lyse der Zellen (Ausnahme:
Substrate X-Ga und FDG)

o-Nitrophenyl -b-D-Galactopyranosid
(ONPG), 4-Methylumbelliferyl-b-D-
Galactosid (MUG), Fluorescein-b-D-
Galactopyranosid (FDG), X-Gal, 1,2-
Dioxethansubstrat (Chemilumineszenz)

colorimetrisch
fluorimetrisch
luminometrisch

ALAM und Cook, 1990

bakterielle b-
Glucuronidase (GUS)

Lyseder Zellen
Uberwiegend fir

Pflanzenzellen eingesetzt

X-Gluc, MUG, Admantyl-1,2-Dioxethan-

Arylglucuronid

colorimetrisch
fluorimetrisch
luminometrisch

JEFFERSON €t al., 1987

Leuchtk&fer-Luciferase
(Firefly, Photinus

pyralis)

Lyseder Zellen oder in
lebenden Zellen mit

Luciferinester als Substrat

Luciferin, ATP, Mg®*, O,

(Lichtblitz< 19)

besser: Luciferyl-CoA

luminometrisch oder
Szintillationszahl er

DEWET et al., 1987

sezernierte humane
Alkalische Phosphatase
(SEAP)

SEAP wird in das

Zellkulturmedium sezerniert

p-Nitrophenol phosphat, 4-Methyl -
umbelliferylphosphat (MUP), D-
Luciferin-O-Phosphat + Leuchtké&fer-
Luciferase, 1,2- Dioxethan-CSPD

(Chemilumineszenz)

colorimetrisch
fluorimetrisch
luminometrisch

BErGERE€t al ., 1988
KAIN, 1997
YAaNGet al., 1997

b-Lactamase nicht erforderlich CCF2/AM fluorimetrisch ALAM und Cook, 1990

ZLOKARNIK et al., 1998
humanes Wachs- hGH wird in das Zell- 125 _markierter Antikorper Szintillationszahler KINGSTON, 1997
tumshormon (hGH) kulturmedium sezerniert Sandwich-ELISA

Green Fluorescent
Protein (GFP)

nicht erforderlich

nicht erforderlich

fluorimetrisch

CHALFEEt al., 1994
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1.2.2 Green Fluorescent Protein

Die Klonierung des Gens fur das Green Fluorescent Protein aus A. victoria [PRASHER et al.,
1992] ermdglichte die Expression von GFP in prokaryoten und eukaryoten Systemen. GFP wird
in heterologen Systemen in Abwesenheit von exogenen Substraten synthetisert und kann
deshalb as einzigartiges Reporterprotein in vielen verschiedenen Organismen verwendet
werden [CHALFIE et al., 1994; KAIN et al., 1995; PINES, 1995; CHENG et al., 1996].

GFP fluoresziert in vivo nach Energietransfer von Aequorin, einem Ca™-aktiviertem Photo-
protein [INOUYE und Tsud, 1994]. Ein solches fluoreszierendes Protein wurde in einigen
biolumineszierenden Coelenterata nachgewiesen, neben A. victoria auch in Renilla reniformis
[CHALFIE, 1995]. GFP absorbiert UV- und blaues Licht (I ma = 395 und 470 nm) und emittiert
grines Licht (I ne = 509 nm) [KAIN et al., 1995], das mit Fluoreszenzmikroskopie, UV-Licht-
box oder FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter) nachgewiesen und quantifiziert werden
kann. Das minimale Fluorophor wird von einem Heptapeptid gebildet, das ein Trimer aus
zyklischem Serin-dehydro-Tyrosin-Glycin enthélt (Abb. 1-5B) [CoDy et al., 1993].
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Abb. 1-5 Struktur des GFP-Molekils und seines Fluorophors

A Struktur des GFP-Molekiils und seine Assoziation zu Dimeren im Kristall oder in Lésungen
geringer lonenstarke [YANG, F., et al., 1996] und B Strukturformel des GFP-Fluorophors und
seiner ndheren Umgebung [CODY et al., 1993]

Das wildtyp (wt) GFP kodierende Gen aus A. victoria wurde fur die Expression in Sauger-
zellen optimiert. Bel diesem ,Enhanced Green Fluorescent Protein“ (EGFP) wurde das
Expressionsniveau in Saugerzellen durch Anpassung der Basensequenz des Gens an humane
Codons (human codon optimization) erhéht [CORMACK et al., 1996; YANG, T.T., et al., 1996;
ZHANG et al., 1996]. Zudem tragt das EGFP-Gen Mutationen in seiner Fluorophorregion (F64L,
S65T; F, Phenyldanin, L, Leucin, S, Serin, T, Threonin), die eine Verschiebung des zuvor
zweigipfligen Anregungsmaximums des WiGFP zu 488 nm und eine Verstérkung der
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Fluoreszenzintensitét bedingen [HEiM et al., 1995; CORMACK et al., 1996]. EGFP emittiert bel
Blaulicht-Anregung (488 nm) eine stabile Griinlicht-Fluoreszenz (507-509 nm).

Das isolierte GFP- und das daraus abgeleitete EGFP-Molekil weisen auf3erdem eine hohe
Stabilitét gegentber auReren Einwirkungen auf. GFP ist stabil Gber einen weiten pH-Bereich
(pH 7 bis 12,2), in 6 mol/l Guanidiniumhydrochlorid, in 8 mol/l Harnstoff, in 1 % SDS und
gegeniiber Temperaturen Uber 65°C [WARD, 1981]. Diese Stabilitét wird durch die besondere
Tertiarstruktur des GFP-Molekils, die sogenannte ,b-can-Struktur”, erklart (Abb. 1-5A). Sie
besteht aus 11 antiparallelen b-Faltbldttern (grin), welche die Wand des dosenférmigen
Molekils bilden, in dessen Zentrum geschiitzt das Fluorophor (gelb) liegt, eingebettet in a-
Helices (blau) und Verbindungsstrange (orange).

GFP bzw. EGFP eignen sich als Marker der Genexpression in Drosophila melanogaster,
Pflanzen+ und Sdugerzellen [CORMACK et al., 1996; PINES, 1995], zur Proteinlokalisation und
Visualisierung des Proteintransports in der Zelle [KAIN et al., 1995, KAETHER und GERDES,
1995] und zur Aufdeckung von Gentransfer in Saugerzellen [ZHANG et al., 1996]. GFP erwies
sich dabel ds geeigneter Marker fir FACS-Trennungen [ANDERSON et al., 1996], wobei
transiente und stabile GFP-Expression (wt und S65T-Mutante) in Sdugerzellen flul3zytometrisch
quantifiziert werden konnten [SUBRAMANIAN und SCRIENC, 1996; LYBARGER et al., 1996;
ZOLOTUKHIN et al.,, 1996]. Das EGFP-Gen konnte in stabil transfizierten Zellen des
Chinesischen Hamsters konstitutiv unter Kontrolle des (5Actin-Promotors exprimiert werden
[BAUMSTARK-KHAN et al., 1999]. Stabil transfizierte, stark GFP-exprimierende Tumorzellinien
ermdglichten eine einfache Detektion der Mikrometastasierung in lebensféhigem Gewebe aus
Nacktmausen [CHISHIMA et al., 1997]. Die Entwicklung von blauen, cyanfarbenen und gelben
EGFP-Farbmutanten EBFP, ECFP, EY FP) erweitert die Einsatzmoglichkeiten von EGFP auf
die synchrone Untersuchung mehrerer Parameter in einer Zelle [HEIM und TSIEN, 1996;
LYBARGER et al., 1998], z.B. erlaubt die Expression von EGFP und seinen Farbvarianten in
verschiedenen subzelluldren Strukturen die Untersuchung der Interaktion verschiedener
Organellen in lebenden Zellen [RizzuTo et al., 1996].

Anders as bel bisher bekannten Reportern, besteht die GFP- und EGFP-Fluoreszenz ohne
Zugabe von Substraten oder Cofaktoren [CHALFIE et al., 1994]. Wéahrend andere Reportergene,
die Enzyme kodieren, wie b-Galactosidase, b-Lactamase und Luciferase, eine hohere
Sensitivitét infolge der enzymatischen Signalverstéarkung aufweisen, steht bei Verwendung von
EGFP nur sovid Protein fur die Quantifizierung mittels verschiedener fluorimetrischer
Methoden zur Verfligung, wie von der neu synthetisierten mRNS abgelesen wird [CHENG et al .,
1996; TSIEN, 1998].

Trotzdem it die Vewendung von EGFP sehr nitzlich, da es durch Blaulichtanregung
wiederholt in lebenden Zellen nachgewiesen werden kann. Fur bestimmte Fragestellungen, bei
denen sowohl die Auf- als auch die Ab-Regulation der Genexpression gemessen werden soll,
kann die destabiliserte EGFP-Variante (d2EGFP) eingesetzt werden, die in Sdugerzellen

28



schneller metabolisiert wird. d2EGFP wurde durch Fusionierung des EGFP-Gens mit der
PEST-Sequenz des murinen Ornithin-Decarboxylase-Gens [LI et al., 1998] zum schnelleren
zellul&rem Abbau markiert [RECHSTEINER, 1990].

Da Luciferase und b-Galactosidase-Assays die Lyse der Zellen erfordern, kann eine Zeitkinetik
nur mit mehreren Zellansdtzen durchgeftihrt werden [NISWENDER et al., 1995], wogegen mit
EGFP und d2EGFP diesalben Zellen mehrmals untersucht werden konnen.

1.3 Biloassays

Maogliche durch Umweltverschmutzung bedingte Gesundheitsrisken fir Mensch und Tier
erfordern die Entwicklung von Bioassays, die auf relevante toxische Eigenschaften der
Schadstoffe sensitiv reagieren. Solche Bioassays zur Erfassung potenzieller Umweltschad-
stoffe sind besonders dann ntitzlich, wenn die toxischen Effekte von Schadstoffmischungen, z.B.
in Boden und Grundwasser, quantifiziert werden sollen [GARDNER JR. et al., 1998]. Wichtige
Endpunkte beim Testen der Toxizitét flr Sduger sind Zytotoxizitét und toxische Effekte auf das
genetische Material, die mit der Krebsentstehung korreliert werden kénnen.

Speziell Bioassays fur das Umwelt-Monitoring erfordern eine schnelle und zuverldssige
Datenerfassung. Die stabile EGFP-Fluoreszenz in lebenden Zellen kann dabei einen
entscheldenden Beitrag zur Weiterentwicklung von Bioassays leisten.

Seit strengeren Kontrollen von Tierexperimenten in den 1980er Jahren und den frihen
Bestrebungen, Tierversuche durch Alternativmethoden zu ersetzen, basierend auf den drei R's
(, reduction, refinement, and replacement” = Reduktion, Verfeinerung, Ersatz) von Russel und
Burch [RusseL und BURcH 1959], wurden verschiedene Konzepte fir in vitro Tests zur
Vorhersage der Toxizitdt bel Sdugern entwickelt, die auf der Verwendung von Bakterien,
Hefen, Insekten oder Saugerzellen basieren [BALLS, 1994]. Solche alternativen Tests kdnnen
die Verwendung von Tierversuchen verringern und zusétzliche Informationen zum Mechanismus
der Toxizitét liefern [ADOLPHE, 1995]. Die Schwéache solcher in vitro Testsim Vergleich zu
Tierversuchen ist, dal3 systemische und metabolische Einfllisse toxischer Substanzen nicht
gemessen werden konnen. In vitro Bioassays konnen jedoch in der Risikoerfassung von
Umweltverschmutzungen und in der Arzneimittelentwicklung as ,,Prescreening- Toxizitatstest*
eingesetzt werden.

Die Verwendung von Sdugerzellen bringt einige wichtige Vorteile gegeniber anderen
eukaryoten Systemen wie Hefe-, Insekten oder Fischzellen oder gegeniiber prokaryoten
Systemen basierend auf der Verwendung von E. coli oder Salmonella Spezies. Die Nutzung von
Sdugerzellen ist der von Hefen vorzuziehen, da deren starre, dicke Zellwand ein Hindernis
darstellt und da die Erfassung von Arzneimittel-bedingten oder chemischen Interaktionen Gber
Transkriptionsfaktoren direkt nur in Saugerzellen moglich ist, es sei denn, die betreffenden
Transkriptionsfaktoren werden in Hefezellen transfiziert. Verglichen mit prokaryoten Systemen
haben eukaryote den Vorteil einer geeigneten Membranumgebung, posttrandationaer
Prozessierung der Proteine und besserer Extrapolation zum menschlichen Organismus. Ein
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prokaryoter Bioassay bietet Vortelle durch schnelleres Wachstum, d.h. schnelleren Zugriff auf
die Ergebnisse. Die Kultivierung von Saugerzellen ist zwar kosten- und zeitintensiver als die
Zichtung von Bakterien oder Hefen, jedoch sind die mit Sdugerzellen erzielten Ergebnisse fir
die Messung bestimmter toxikologischer Endpunkte, wie Zytotoxizité, Mutagenitét,
Chromosomenaberrationen, Mikronukleusbildung und zelluldre Transformetion von grofder
Relevanz fur den Menschen und andere Saugetiere [WIEBEL et al., 1997]. Aul¥erdem kénnen bel
Toxizitétstests mit kultivierten klonalen Zellinien die Risiken, die mit der Exposition von
komplexen chemischen Mischungen in der Umwelt assoziiert sind, quantifiziert werden
[HASSPIELER €t al., 1996].

Deshab sollen in dieser Arbeit erste Schritte zur Entwicklung eines Bioassays unternommen

werden, der auf der Verwendung von Saugerzellen zur Erfassung schadensinduzierter
Genaktivierung basiert (s.u.).

131 Auswahl des Sensors
Ziel der Arbeit ist die Konstruktion eines Reportervektorsystems, das auf DNS-schéadigende
Noxen hin zur Induktion des vektoreigenen EGFP-Gens fuhrt. Der Sensor in diesem System sol|
ein Schadens-regulierter Promotor sein. Vergleichbare Reportervektorsysteme werden bereits
in bakteriellen Testsystemen wie z.B. dem umu-Test [REIFFERSCHEID und HEIL, 1996] und dem
SOSLux-Test [PTITSYN et al., 1997] eingesetzt. Sie beruhen auf der Induktion des
Reportergens b-Galaktosidase bzw. Luciferase, das durch einen DNS-Schadens-abhangigen
Promotor reguliert wird. Auf Behandlung mit genotoxischen Substanzen reagieren diese
Testsysteme mit einer erhdhten Expression des Reportergens.
Fur den Nachweis UV-induzierbarer EGFP/d2EGFP-Expression in Sugerzellen mul zunéchst
ein geeigneter Promotor ausgewdhlt werden, unter dessen transkriptionaler Kontrolle das
EGFP/d2EGFP-Gen stehen sollte. Dieser mul3 folgende Anforderungen erfullen:
Die bekannte Sequenz sollte UV-induzierbare Elemente enthalten.
Der Promotor sollte neben der UV-Induzierbarkeit eine allgemeine Bedeutung fur
genotoxische Wirkungen in Saugerzellen, die Regulation des Zelzyklus, die
Karzinogenese, die DNS-Reparatur oder die Apoptose besitzen.
Mogliche Kandidaten fur einen solchen induzierbaren Promotor sind entweder solche UV-
induzi erbaren Promotoren, die p53-, AP1- oder NF-kB-Bindungsssequenzen enthalten, oder ein
synthetischer Promotor mit diesen Bindungselementen. Die NF-kB-Bindungsssequenz ist
aufgrund der kirzlich erkannten Bedeutung von NF-kB fur die Apoptose und Proliferation und
seiner moglichen Interaktionen mit p53 Uber ATM (s. 1.1.5) en besonders interessanter
Kandidat eines induzierbaren Promotorelements.

1.3.2 Auswahl der Zdlinien

Fur grundlegende Untersuchungen sollen etablierte Kulturen von Ovarzellen des Chinesischen
Hamsters (CHO-Zellen) verwendet werden. Dieses Zellsystem ist leicht zu kultivieren und
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besitzt den Vortell, dal? gut charakterisierte Mutanten erhédtlich sind, die in definierten DNS-
Reparaturschritten nach Bestrahlung Defekte aufweisen. Somit kann die Rolle der DNS-
Reparatur bel der Entstehung der biologischen Effekte der DNS-Schaden untersucht werden
[TRINIDAD €t al., 1991].

Folgende Z€llinien sollen untersucht werden:
CHO-AAS ist die reparaturprofiziente Linie. Sie ist ein Derivat der CHO-K1-Zédllinie und
besitzt 21 Chromosomen [THOMPSON et al., 1980A]. AA8 ist die parentale Linie der
reparaturdefizienten Linien EM9 und UV5.
CHO-EM9 zeigt Defekte in der Einzelstrangbruchreparatur, die durch Transfektion des
menschlichen XRCC1-Gens korrigiert werden konnen [THOMPSON et al., 1982;
THOMPSON et al., 1990]
CHO-UVS ist defekt im Inzisionsschritt der NER (Exzisionsreparatur-Komplementa-
tionsgruppe 2) [THOMPSON et al., 1982], der durch das humane ERCC2-Gen korrigiert
werden kann [WEBER et al., 1988], und hypersensitiv gegentiber UV -Strahlung und ,, bul ky-
adduct”-Mutagenen. Sie kann weder CPDs noch (6-4)-Photoprodukte reparieren.

Fir die Untersuchungen der induzierbaren Genexpression werden die adhdrenten Zellinien
eingesetzt, in denen das ausgewahlte Promotorelement durch endogene Transkriptionsfaktoren
aktiviert werden kann. Die verwendete Zellinie sollte fur den betreffenden Transkriptionsweg
einen intakten Signaltransduktionsveg aufweisen. Be  Vewendung des NF-kB-
Bindungselements kommt dazu die humane embryonale Nierenzellinie (HEK/293) in Frage.

1.4 FRAGESTELLUNG

Das Zidl dieser Arbeit ist es, eine Risikoabschdtzung fur die Einwirkung genotoxischer
Agenzien auf Mensch und Tier mit Hilfe eines in-vitro-Modells zur Bestimmung der Zyto- und
Genotoxizitét zu ermdglichen. Dazu soll ein Vektor unter Verwendung des Reportermolekiils
EGFP bzw. d2EGFP konstruiert werden, dessen Expression in einer Saugerzellinie durch einen
geeigneten Promotor kontrolliert wird. Der induzierbare Promotor soll in Abhangigkeit von
Umweltnoxen, insbesondere von UV-Strahlung unterschiedlicher biologischer Wirksamkeit
regulierbar sein, so dal3 das Zell/Vektor-System als ein Reporter fir schadensabhangige
Genaktivierung dienen kann (s. 1.1.5 und 1.3.1).

Um enen solchen Biosensor zur Erfassung von Zyto-und Genotoxizitét zu entwickeln, snd im

Rahmen dieser Arbeit folgende Aufgaben zu bewdltigen:

1) Konstruktion von geeigneten Vektoren, bei denen die Reportergene EGFP und d2EGFP
unter Kontrolle eines starken konstitutiven Promotors sowie eines schadensabhangigen
induzierbaren Promotors stehen.

2) Uberprifung verschiedener Nachweismethoden auf ihre Eignung auch schwache d2EGFP-
Huoreszenzen zu bestimmen. Dazu werden CHO-Zdlen mit geeigneten EGFP- sowie
d2EGFP-Reporterkonstrukten stabil transfiziert und die Expression des Reportermolekiils
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3)

4)

5)

mittels Fluoreszenzmikroskopie, Durchfluf3zytometrie und Mikrotiterplattenfluorimetrie
bestimmt.

Evaluierung der Halbwertszeit verschiedener EGFP-V arianten und Bestimmung der EGFP-
Expressionscharakteristika in geeigneten Zellinien.

Nutzung der kongtitutiven EGFP-Expression als Marker fur Zytotoxizitét in CHO-Zéellen.
Als zytotoxisches Agens werden Rontgenstrahlen und UV-Licht verwendet.

Testung der induzierbaren d2EGFP-Expression as moglicher Marker fir Genotoxizitét in
HEK-Zédllen. Als responsives Element wird ein artifizieller Promotor verwendet, der durch
den Transkriptionsfaktor NF-kB induziert wird. HEK-Zellen werden mit dem NF-kB-
abhangigen d2EGFP-Reporterkonstrukt stabil transfiziert. Mittels dieses Systems wird die
Aktivierung des NF-kB-Pathways durch TNF-a, PMA, Rontgen sowie UVA-, UVB- und
UVC-Strahlung untersucht.
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