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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Neuere Forschungsergebnisse zeigen, dass die solare Ultraviolett (UV)-B-Strahlung zwar
einerseits als toxischer Umweltfaktor und komplettes Karzinogen einen Hauptrisikofaktor fur
die Entstehung von Hautkrebs darstellt, andererseits Uber die Induktion der kutanen Synthese
von bestimmten Photoprodukten aber auch vor Hautkrebs schitzen kann. UV-B-Strahlung
induziert in der Haut die Bildung von Vitamin D und von zahlreichen seiner Derivate, darunter
1,25-Dihydroxyvitamin Ds (1,25(OH).D3, Calcitriol), die aktive Vitamin Dz Form. Neben der
Regulation wichtiger zellularer Prozesse, darunter Proliferation und Differenzierung, hemmt
1,25(0OH)2Ds in der Haut das Wachstum des Plattenepithelkarzinoms und seiner Vorstufen. Es
entfaltet seine biologische Funktion durch Bindung an den Vitamin D-Rezeptor (VDR), dem in
der Haut folgerichtig eine Funktion als Tumorsuppressor zugeschrieben wird, und wird durch
dessen Zielgen Cytochrom P450 24A1 (CYP24A1) metabolisiert und inaktiviert. In den letzten
Jahren wurde gezeigt, dass bestimmte Vitamin D Derivate ihre biologische Wirkung nicht
ausschlieBlich Gber den klassischen VDR, sondern auch Uber Bindung und Aktivierung von
Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AhR) und anderen Rezeptormolekilen ausiben. Aktuelle
wissenschaftliche Erkenntnisse sprechen fiir eine funktionelle Interaktion zwischen AhR- und
VDR-Signalwegen bei zahlreichen Stoffwechselvorgangen sowie der Photokarzinogenese.
Die UV-induzierte Stressreaktion der menschlichen Haut wird zum Teil durch den AhR
vermittelt, der im Zellkern sein Prokarzinogen-aktivierendes Zielgen Cytochrom P450 1A1
(CYP1Al) und in der Zellmembran die pro-inflammatorische Cyclooxygenase-2 (COX-2)
aktiviert. Ziel dieser Arbeit war es Erkenntnisse Uber die Interaktion der VDR- und AhR-
Sighalwege bei der Photokarzinogenese der Haut zu gewinnen. Zunéchst analysierten wir in-
vitro die Effekte der Behandlung mit UV-B-Strahlung und 1,25(0OH):Ds; auf die mRNA-
Expression von Mitgliedern der AhR- und VDR-Signalwege. Als Zellkulturmodell wahlten wir
humane HaCaT- und SCL-1-Keratinozyten, die phéanotypische Merkmale verschiedener
Stadien des Mehrschrittmodells der Hautkarzinogenese aufweisen. In unbehandelten HaCaT-
Zellen war die Expression von AhR und CYP1A1 starker und von COX-2, VDR und CYP24A1
schwécher als in unbehandelten SCL-1-Zellen. In HaCaT-Keratinozyten stimulierte UV-B die
Expression von CYP1A1 deutlich starker, und die von COX-2 schwéacher als 1,25(0OH)Ds. In
SCL-1-Zellen zeigten sich teilweise entgegengesetzte Ergebnisse. In diesen Zellen stimulierte
UV-B die Expression von COX-2 deutlich starker, und die von CYP1Al schwacher als
1,25(0OH);Ds. In SCL-1-Zellen wirkte UV-B additiv auf die 1,25(OH).Ds-induzierte CYP1Al-
Expression. In HaCaT-Zellen wirkte UV-B auf die 1,25(0OH).Ds-bedingte COX-2-Stimulation
synergistisch. CYP24A1 wurde sowohl in HaCaT- als auch in SCL-1-Zellen ausschlief3lich
durch 1,25(0OH);Ds, nicht aber durch UV-B-Strahlung, hochreguliert. Diese 1,25(OH):Ds-
vermittelte Stimulation der CYP24A1 wurde in SCL-1-Zellen, aber nicht in HaCaT-Zellen,

1
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durch eine nachfolgende UV-B-Bestrahlung verstérkt. Kurz zusammengefasst konnten wir in
unterschiedlichen Stadien der Photokarzinogenese zwei verschiedene Signalwege fiir Vitamin
D Derivate nachweisen, die durch den klassischen VDR sowie den AhR vermittelt, und
Stadium- und Zelltyp-abhangig differentiell reguliert werden. Unsere Ergebnisse sprechen fir
eine Beteiligung und funktionelle Interaktion dieser Signalwege bei der Photokarzinogenese
der Haut, deren genaue Relevanz in zukinftigen Untersuchungen geklart werden muss.
AuBerdem konnten nicht alle Effekte der UV-Strahlung auf die Sighalwege auf die UV-
induzierte Bildung von 1,25(0OH).Ds zurtickgefihrt werden, da UV-B-Strahlung verglichen mit
1,25(0OH);D; zusatzliche Effekte zeigte. Ob andere Wirkungen der zahlreichen UV-B-
induzierten Vitamin D Derivate auf die menschliche Gesundheit durch orale Aufnahme

kompensiert werden kénnen bleibt jedoch noch offen.
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Summary

Recent research shows that while solar ultraviolet (UV)-B radiation is a major risk factor for
skin cancer development as a toxic environmental factor and complete carcinogen, it may also
protect against skin cancer via induction of cutaneous synthesis of certain photoproducts. UV-
B radiation induces the formation of vitamin D and numerous of its derivatives in the skin,
including 1,25-dihydroxyvitamin D3 (1,25(OH).Ds, calcitriol), the active vitamin Dz form. In
addition to regulating important cellular processes, including proliferation and differentiation,
1,25(0OH)2Ds inhibits the growth of squamous cell carcinoma and its precursors in the skin. It
exerts its biological function by binding to the vitamin D receptor (VDR), which is logically
thought to function as a tumor suppressor in skin, and is metabolized and inactivated by its
target gene cytochrome P450 24A1 (CYP24A1). In recent years, it has been shown that certain
vitamin D derivatives exert their biological effects not exclusively via the classical VDR, but
also via binding and activation of aryl hydrocarbon receptor (AhR) and other receptor
molecules. Current scientific evidence suggests a functional interaction between AhR and VDR
signaling pathways in numerous metabolic processes as well as photocarcinogenesis. The
UV-induced stress response of human skin is mediated in part by the AhR, which activates its
pro-carcinogen-activating target gene cytochrome P450 1A1 (CYP1A1) in the nucleus and the
pro-inflammatory cyclooxygenase-2 (COX-2) in the cell membrane. The aim of this work was
to gain insights into the interaction of the VDR and AhR signaling pathways in skin
photocarcinogenesis. First, we analyzed in vitro the effects of treatment with UV-B radiation
and 1,25(0OH).Ds; on mRNA expression of members of the AhR and VDR signaling pathways.
We chose human HaCaT and SCL-1 keratinocytes, which exhibit phenotypic features of
different stages of the multistep model of skin carcinogenesis, as cell culture models. In
untreated HaCaT cells, the expression of AhR and CYP1A1 was stronger and of COX-2, VDR,
and CYP24A1 weaker than in untreated SCL-1 cells. In HaCaT keratinocytes, UV-B stimulated
the expression of CYP1AL significantly stronger, and that of COX-2 weaker than 1,25(0OH).Ds.
In SCL-1 cells, partially opposite results were seen. In these cells, UV-B stimulated the
expression of COX-2 significantly stronger, and that of CYP1A1 weaker than 1,25(OH):Ds. In
SCL-1 cells, UV-B had an additive effect on 1,25(OH).Ds-induced CYP1A1l expression. In
HaCaT cells, UV-B acted synergistically on 1,25(OH).Ds-induced COX-2 stimulation.
CYP24A1 was upregulated exclusively by 1,25(0OH).Ds, but not by UV-B, in both HaCaT and
SCL-1 cells. This 1,25(0OH).Ds-mediated stimulation of CYP24A1 was enhanced by
subsequent UV-B irradiation in SCL-1 cells but not in HaCaT cells. Briefly, we demonstrated
two distinct signaling pathways for vitamin D derivatives at different stages of
photocarcinogenesis, mediated by the classical VDR as well as the AhR, and differentially
regulated in a stage- and cell type-dependent manner. Our results suggest an involvement and

functional interaction of these signaling pathways in skin photocarcinogenesis, the exact
3
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relevance of which needs to be clarified in future studies. Moreover, not all effects of UV
radiation on signaling pathways could be attributed to UV-induced formation of 1,25(0OH).Ds,
because UV-B radiation showed additional effects compared with 1,25(0OH).Ds. However,
whether other effects of the numerous UV-B-induced vitamin D derivatives on human health

can be compensated by oral intake remains to be seen.
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2 Einleitung

2.1 1,25-Dihydroxyvitamin D3

2.1.1 Geschichte und Grundlagen

Schon im 16. Jahrhundert war es bekannt, dass bestimmte Nahrungsmittel damalige
Erkrankungen (z.B. Skorbut) heilen konnten [170]. Anfang des 20. Jahrhunderts flihrten
Tierversuche zur Erkenntnis, dass essenzielle Nahrungsbestandteile dabei eine wichtige Rolle
spielen. Diese Nahrungselemente wurden im Jahr 1912 vom polnischen Chemiker Casimir
Funk als ,Vitamine® bezeichnet [158]. Dabei nahm er falschlicherweise an, dass alle
lebensnotwendigen Substanzen (lat. vita fur Leben) eine NH.-Gruppe besitzen (lat. amin far
stickstoffhaltig). Spater bezeichnete der US-amerikanische Biochemiker E.V. McCollum die
Vitamine mit den GrofRbuchstaben des Alphabets und zeigte an Tiermodellen, dass Rachitis
durch das in Lebertran (Fischdl) enthaltene Vitamin D geheilt werden kann [361]. Zur gleichen
Zeit wurde beobachtet, dass kinstlich erzeugtes Ultraviolett (UV)-Licht und natirliches
Sonnenlicht ebenfalls zur Heilung der Erkrankung fiihren [210,226]. Die Vitamin D-Klasse wird
heutzutage durch finf Substanzen vertreten: Vitamin D; (eine 1.1 Verbindung aus
Ergocalciferol und Lumisterol), Vitamin D, (Ergocalciferol), Vitamin Ds (Cholecalciferol),
Vitamin D4 (22,23-Dihydroergocalciferol) und Vitamin Ds (Sitocalciferol). Sie gehoren
gemeinsam mit Vitamin A (Retinol), Vitamin E (Tocopherol) und Vitamin K (Phyllochinon) zu
den fettléslichen Vitaminen. Besonders wichtig sind die Vitamine D, und Ds, die UV-bedingt
aktiviert werden und wichtige Funktionen im menschlichen Korper erfiillen [40]. Ergocalciferol
(Vitamin D) entsteht aus dem Provitamin Ergosterol, das ausschlieB3lich in Pilzen und
Mykoplasmen zu finden ist. Cholecalciferol (Vitamin Ds) wird aus 7-Dehydrocholesterol (7-
DHC) gebildet, welches ein Vorlaufer der Cholesterinbiosynthese ist und in der menschlichen
Haut und Leber angereichert wird. Aktivere Vitamin Ds Formen, wie das Calcidiol (25(0OH)Ds3)
und Calcitriol (1,25(0H).Ds), werden in weiteren Schritten mithilfe von UV-Licht und
enzymatischen Prozessen in der Leber und der Niere synthetisiert. Dartiber hinaus besteht die
Moglichkeit einer oralen Aufnahme Uber die Nahrung (in Form von fettigem Fisch, Eiern,
Pflanzen, Nahrungserganzungsmitteln). Aufgrund ihrer nahezu autonomen endogenen
Synthese, steroidhormon-ahnlicher Funktionsweise und Vermittlung genomischer Effekte tber
nukledre Rezeptor (v.a. dem Vitamin D-Rezeptor, VDR) sowie multifaktorieller Wirkungen
aul3erhalb ihres Syntheseortes, zahlen die Vitamin Dz Stoffwechselprodukte zu den Hormonen
[201,215].
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2.1.2 Molekulare Eigenschaften

Alle Subtypen der Vitamin D-Klasse (auch bekannt unter dem Namen Calciferole) sind
lipophile Substanzen und gehéren zur Gruppe der Secosteroide. lhre chemische Formel wurde
von Adolf Wolfhaus entdeckt, der im Jahre 1928 daflir den Nobelpreis fir Chemie erhielt, und
zeichnet sich durch ein tetrazyklisches Grundgertst und einem Polyensystem aus [632]. Die
wichtigste physiologische Form fiir den Menschen ist Cholecalciferol oder Calciol (Vitamin Ds),
das biologisch nicht aktiv ist und als Prohormon bezeichnet wird (Abb. 2.1). Sein Steroidgertist
besitzt ein Tetraensystem (Summenformel: Cx7H440) und unterscheidet sich von Vitamin D,
(Summenformel: CzsH44O) durch eine Seitenkette. Es wird durch einen festen
Aggregatszustand mit einem Schmelzpunkt bei 84 - 85°C und einer molekularen Masse von
384,64 g/mol charakterisiert. Aufgrund seiner Fettloslichkeit wird es im Blut grofRteils

proteingebunden an Vitamin D Bindendes Protein (VDBP) transportiert.

Die zirkulierende Hauptform von Vitamin Ds, das Calcidiol (auch Calcifediol genannt), besitzt
eine  zusatzliche Hydroxylgruppe (25(0OH)Ds oder 25-Hydroxy-Vitamin-Dz) und
dementsprechend die Summenformel Ci7H.40,. Bei festem Aggregatszustand und guter
Loslichkeit in Ethanol (EtOH) hat es eine molekulare Masse von 400,64 g/mol. Es ist die

vorherrschende Speicherform von Vitamin Ds ist und hat eine schwache biologische Aktivitat.

Die biologisch aktive Form ist das Calcitriol, das durch eine weitere OH-Gruppe (1,25(0H)2D3)
die Summenformel C,7H4403 besitzt. Es ist mit einem Steroidgerist, einem Triensystem und
einer Eigenschaften-vermittelten Seitenkette ausgestattet. Es weist einen festen
Aggregatszustand mit einem Schmelzpunkt bei 113°C und einer Molekilmasse von 416,64

g/mol auf und ist luft-, warme- und lichtempfindlich.

HO"" Cholecalciferol HO"" Calcidiol HO"" OH _Calcitriol

Abb. 2.1: Strukturformel der unterschiedlichen Vitamin Dz Formen (modifiziert nach JaGa, CC BY-
SA 3.0 <https://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0>, via Wikimedia Commons)
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2.1.3 Physiologie und Stoffwechsel

Oral aufgenommenes Vitamin Ds ist v.a. im Winter von Bedeutung, da die
Sonneneinstrahlungsenergie nicht ausreicht, um adaquate Vitamin Ds; Spiegel im Blut
herzustellen. Empfehlungen rund um den Vitamin D; Tagesbedarf sind ein heftig diskutiertes
Thema unter Experten und Wissenschaftlern. Die Deutsche Gesellschaft fur Ernahrung (DGE)
empfiehlt bei fehlender endogener Synthese flr Sauglinge im ersten Lebensjahr 10 pug (400
IE) 25(0OH)Ds pro Tag und fur Kinder und Erwachsene 20 g (800 IE) 25(0OH)Ds pro Tag [161].
In Form von Mizellen wird Vitamin Ds durch passive Diffusion im Darm resorbiert. Dabei
koénnen bis zu 80% effektiv aufgenommen werden. Mithilfe von Chylomikronen wird es erst in
das Lymphsystem und anschlieend proteingebunden in die Pfortader abgegeben, um im
Kdrper bearbeitet zu werden. Das oral zugeflgte Vitamin Dz macht nur ca. 10% der

insgesamten Vitamin D; Menge im Koérper aus [215].

Der menschliche Kérper kann 90% der Vitamin D3z Serum-Konzentration selbststéandig in der
Haut herstellen [215,217]. Ausgangsmolekiil ist der Cholesterin-Vorlaufer 7-DHC, der Gber die
Blutbahn aus der Leber in die Keratinozyten transportiert wird. In der Haut wird er vorwiegend
im Stratum basale und Stratum spinosum der Epidermis angereichert [216,411]. Durch eine
Bestrahlung mit ultraviolettem (UV)-B Licht der Wellenlange 290 - 315 nm und einer Dosierung
von mindestens 18 mJ/cm2 kommt es zur photochemischen Spaltung (Aufbruch des B-Ringes
zwischen den Atomen Cy und Cio) und Entstehung von Pravitamin Ds. Dieser nicht-
enzymatische Prozess wird als 6-Elektronenkonrotatorische elektrocyclische Reaktion
bezeichnet [230,358]. Die maximale Pravitamin D3 Produktion erfolgt bei einer Wellenlange
von 297 nm und ist von der 7-DHC Menge in der Haut und der Intensitat der Strahlung
abhangig [215,411,661]. Aufgrund der thermodynamischen Instabilitdét von Prévitamin D3
erfolgt eine spontane thermische Isomerisierung und Uberfiihrung in das stabile Vitamin Ds
(Cholecalciferol) [217].

Pravitamin und Vitamin D3 besitzen photolabile Eigenschaften. Um eine zu starke Kumulation
und Intoxikation im Korper zu vermeiden, werden beide Substanzen bei langer anhaltender
UV-B-Bestrahlung in unwirksame Nebenprodukte abgebaut. Aus Préavitamin D3z entsteht somit
das inaktive Lumisterol und Tachysterol und aus Vitamin D3 das unwirksame Suprasterol-1
und -2 und 5,6-Transvitamin Dz (Abb. 2.2) [219,475]. Bei Bedarf sind diese Reaktionen
reversibel [662].
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Haut

UV-B

Pravitamin D3
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Vitamin D; HaC
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Suprasterol-1 und -2,
[ 5,6-Transvitamin D3

E Blut
DBP DBP-D3

Abb. 2.2: Abbau von Vitamin Ds in inaktive Nebenprodukte (vereinfacht nach Holick (1995) und
Norman (1998), The American Journal of Clinical Nutrition, Oxford University Press)

u. a. Lumisterol

HO"

Nachdem das Vitamin D3 aus der Zelle ausgeschleust wurde, bildet der Grof3teil (85-90%) mit
VDBP (oder DBP, Gen-Name: GC) im Blut einen Komplex (DBP-Ds3). Alternativ kann es auch
an Albumin und andere Lipoproteine (10-15%) binden [545]. Weniger als 1% (0,03% von
25(0OH)D3 und 0,4% von 1,25(0H).Ds) liegt im Blut frei vor [654]. AnschlieBend kann es im
Muskel- und Fettgewebe gespeichert werden oder in die Leber transportiert werden, wo der
erste Schritt der biologischen Aktivierung stattfindet (Abb. 2.3). Durch Cytochrom P450-
abhangige Hydroxylasen (CYP27A1 im Mitochondrium und CYP2R1 im Mikrosom) findet in
den Hepatozyten eine Hydroxylierung am Cys-Atom statt [117,314]. Es entsteht 25-
Hydroxyvitamin D3z (25(0OH)Ds). Als Hauptmetabolit im Blutplasma hat es eine Halbwertszeit
(HWZ) von 15 Tagen und dient als Laborparameter zur Beurteilung des Vitamin D-Status [663].
AnschlieRend kann 25(OH)Ds in der Leber und in anderen Organen erneut gespeichert oder

gebunden an seine Carrierproteine in die Niere tberfihrt werden [664].

Der VDBP/25(0OH)Ds-Komplex wird in den Nierenkdrperchen gefiltert, im proximalen
Tubulussystem abgefangen und in Lysosomen letztendlich gespalten [403]. Gebunden an
intrazellulare Vitamin-D-bindende Proteine (IDBP), wird 25(OH)Ds in die Mitochondrien der
Tubulus Zellen transportiert. Durch die Cytochrom P450-abhangige 1a-Hydroxylase

8
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(CYP27B1) wird es am C;-Atom hydroxyliert und in das biologisch aktive 1,25-
Dihydroxyvitamin Ds (1,25(0OH).Ds) umgewandelt. 1,25(0OH).Ds zirkuliert im Blut mit einer
Konzentration von 75 - 200 pmol/l und einer HWZ von 10 - 24h [319].

Wichtige Regulatoren der 1,25(0OH).Ds-Produktion sind das Parathormon (PTH), das als Folge
eines niedrigen Kalzium-Plasmaspiegels (sCa?*) die CYP27B1-Transkription erhéht, und der
Fibroblasten-Wachstumsfaktor 23 (FGF23), der Phosphat (PO.) ins Serum freisetzt und die
CYP27B1-Transkription hemmt [20,521]. Zirkulierende sCa?- und 1,25(OH).Ds-
Konzentrationen spielen durch ihren negativen Feedbackmechanismus eine wichtige Rolle
(Abb. 2.3) [49,207,354,665]. Zahlreiche Substanzen (z.B. Zytokine, Calcitonin,
Glucocorticoide, Ostrogene, Somatotropin, Prolaktin und Wachstumsfaktoren), physiologische
Faktoren (z.B. das Alter), Umweltfaktoren (z.B. Standort, Tages- und Jahreszeit,
Luftverschmutzung, Ozon-Belastung) und genetische Faktoren (z.B. Hauttyp, 7-DHC- und
Melanin-Konzentration in der Haut) koénnen ebenfalls regulatorisch involviert sein
[117,219,285,314].

Obwohl 1,25(0H).Ds hauptsachlich in der Niere synthetisiert wird, besitzen auch andere
Organe (z.B. epidermale Keratinozyten, Prostatazellen, Knochenzellen, Endothelzellen,
Monozyten, Makrophagen, Plazentazellen, T-Lymphozyten, Pankreaaszellen,
Nebenschilddriisenzellen, Kolonzellen, Haarfollikel, Schweildrisen und mehrere
Karzinomzellarteneine) die enzymatische Ausstattung fur CYP27B1, wodurch sie 25(OH)Dz in
1,25(0OH)2Ds konvertieren kénnen [35,63,73,211,246,515]. In Keratinozyten wurde zusatzlich
CYP27A1 nachgewiesen [156,312]. Dadurch besitzt die Haut optimale enzymatische
Voraussetzungen, um 1,25(0OH).D; eigenstandig aus 7-DHC herzustellen [313,511].

Erneut an seine Transportproteine gebunden, erreicht 1,25(0OH).D; lGiber den Blutweg mehrere
Zielorgane wie die Nebenschilddriise, den Darm oder das Knochengewebe. Dort bindet es an
den VDR, der von den meisten Zielgeweben exprimiert wird und die biologischen Effekte von
1,25(0OH);Ds vermittelt [201]. 1,25(0OH).D3; hat im Zielgewebe im Vergleich zu den anderen
Vitamin D Metaboliten eine 100- bis 1.000-fach héhere biologische Aktivitat [38].

Die Inaktivierung von 1,25(OH).Ds und seinem Vorlaufer 25(OH)Ds erfolgt in der Niere und in
den Zielzellen durch das mitochondriale Enzym 24-Hydroxylase (CYP24Al), welches eine
Hydroxylierung am Cs-Atom durchfiihrt [267,455]. Uber eine Umwandlung in 1,24,25(0H),Ds
bzw. 24,25(0H);D; kommt es letztendlich zur Entstehung der biologisch inaktiven
Calcitroinsdure (Abb. 2.3) [496,666]. Zusatzlich wurde eine C,s-Hydroxylierungsaktivitat
entdeckt, wodurch 1,25(0OH),Ds-26,23-Lacton bzw. 25(0OH)Ds-26,23-Lacton entstehen kann
[497]. CYP24A1 kann mehr als 10.000-fach durch 1,25(OH).Ds hochreguliert werden und stellt
einen nachweisbaren Marker fur seine Wirkung dar [316]. Es kontrolliert seinen eigenen Abbau

und kann ihn bei Bedarf schnellstméglich induzieren [667]. AuRerdem wird die Aktivitat des
9
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Enzyms durch PTH und den FGF-23 beeinflusst [99,164,522,523,560]. Die inaktivierten
Abbauprodukte werden tber die Galle aus dem Korper ausgeschieden.

Herz

Cholesterol

(FGF-23)—,

7DHCR (DHCRY?)

24-Hydroxylase
(CYP24A1)

(CYP2R1) o :
(CYP27A1) P — =

24-Hydroxylase
Leber (CYP24A1)

:IDiinndarm

M e

9

Lebensmittel
Supplemente

Abb. 2.3: Vitamin Dz Synthese im menschlichen Koérper (modifiziert nach [Zittermann A (2022)
Stoffwechsel. Springer Berlin Heidelberg, Berlin, Heidelberg. URL:
https://link.springer.com/10.1007/978-3-662-65716-4_4]. Mit freundlicher Genehmigung des Springer
Nature Verlags)
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2.1.4 Vitamin D-Rezeptor

Der VDR, der auf dem Chromosom 12 (Genlocus ql12 -14) kodiert wird, ist aus 427
Aminoséauren (AS) aufgebaut, hat ein Gewicht von 48 kDa und ist Uber 100 kB lang mit 8
kodierenden und 6 nicht-kodierenden Exonen [29,293,554]. Er teilt sich strukturell in eine
variable N-terminale Doméne (A/B Region), eine zentrale DNA-Bindungsdomane (DBD, C
Region) mit Doméanen fir die nukleare Lokalisierung, eine Gelenk-Region (engl. Hinge-Region,
D Region) und eine C-terminale Ligandenbindungsdomane (LBD, E/F Region) mit
Dimerisierungs- und Transaktivierungsdoménen (Activation Function 2, kurz AF2) auf (Abb.
2.4) [82,180,347,425]. Er gehort zu den Steroidhormonrezeptoren vom Typ Il, die liganden-
aktivierte Transkriptionsfaktoren aus der Familie der nukledaren Rezeptoren sind, und wird als
Nuclear Receptor, Subfamilie 1, Gruppe |, Member 1 (NR1I1) bezeichnet [377]. Obwohl der
VDR vorwiegend als Kernrezeptor agiert, wurde er auch im Zytosol (in unbesetzter Form) und
im Zytoplasma (v.a. im Golgi-Apparat, im endoplasmatischen Retikulum und in den
Mikrotubuli) detektiert [519,602,603,668,669]. Aufllerdem soll er in der zellularen
Plasmamembran rapide 1,25(0OH).D; Effekte (v.a. die schnelle Ca?*-Aufnahme im Darm)
vermitteln [670]. Seine wichtigsten Liganden sind Vitamin D Metabolite. Die Interaktion mit dem
Rezeptor ist unabdingbar fur die Entfaltung ihrer ,genomischen® Wirkungen in der Zelle [201].
1,25(0OH)2Ds bindet verglichen mit anderen Vitamin D Metaboliten mit einer 100-mal hoheren
Affinitdt an den Rezeptor [56,552,619,671]. Elementare VDR-exprimierende Organe sind der
Gastrointestinaltrakt, die Bauchspeicheldriise, die Nieren, die Lungen, die Haut, die Prostata,
die Brustdriise, endokrine Zellen und Immunzellen [612]. In der Haut wird der VDR auf

gesunden und malignen Hautzellen exprimiert [228,248,373,465,672].

D DNA binding
D Nuclear localization
AF-2
| |
D Hormone ligand binding N : | Hinge region ‘ 48 kDa

D Dimerization |a/B | C D E/F

D Transactivation

Abb. 2.4: Aufbau des VDR (modifiziert nach [Deeb KK, Trump DL, Johnson CS (2007) Vitamin D
signalling pathways in cancer: potential for anticancer therapeutics. Nat Rev Cancer 7:684—700]. Mit
freundlicher Genehmigung des Springer Nature Verlags)
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2.1.4.1 VDR-Signaltransduktion

Der VDR ist in ungebundener Form im Zytoplasma lokalisiert [636]. Nachdem seine Liganden
in die Zelle eingedrungen sind, binden sie an eine Liganden-spezifische Domane des
Rezeptors. Daraufhin bildet der VDR einen heterodimeren Komplex mit dem Retinoid-X-
Rezeptor-a, -B und -y (RXRa, RXRB, RXRy) und wandert in den Zellkern (Abb. 2.5). Dort
interagiert der Komplex mit Vitamin D responsive Elements (VDRES) in der Promotorregion
von Zielgenen [118,201,265,315,642]. Als solche wurden CYP24A1, PTH, Osteocalcin und
Osteopontin beschrieben [42]. Nach Dissoziation von VDR-Co-Repressoren kommt es zur
Konformationsanderung des Rezeptors. Das erlaubt wiederrum eine Interaktion mit Co-
Aktivatoren Uber die AF2 Doméne des VDR und eine Induktion der Gentranskription
[96,117,673]. Die Verédnderungen der Proteinsynthese fiihren zur Ausfihrung der
entsprechenden genomischen Effekte im Zielgewebe. Zuséatzlich ist der VDR in der Lage, die
Transkription bestimmter Zielgene herunter zu regulieren, indem er entweder als Heterodimer

oder Homodimer an negative Vitamin-D-response Elements (nVDRES) bindet [51,388].

Cytoplasm
Nucleus

1,25(0H),D,

'

Abb. 2.5: VDR-Signaltransduktion nach 1,25(0OH),Ds-Behandlung (modifiziert nach [Beckett EL,
Veysey M, Yates Z, Lucock M (2019) Modulation of microRNA by Vitamin D in Cancer Studies. Springer
International Publishing, Cham. URL: https://doi.org/10.1007/978-3-3]. Mit freundlicher Genehmigung
des Springer Nature Verlags)
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2.1.4.2 Cytochrom P450 24A1

Das Cytochrom P450, Familie 24, Unterfamilie A, Polypeptid 1 (CYP24A1) besteht aus 514
AS, hat ein Gewicht von 59 kDa und wird durch ein Gen kodiert, welches auf Chromosom
20913.2-g13.3 liegt. Es ist ein wichtiges Zielgen des VDR nach der Bindung von Vitamin D3
an den Rezeptor [221]. Die Induktion seiner Expression gilt als Biomarker fur die biologische
Aktivitat von 1,25(0OH).Ds [150]. CYP24A1 reguliert neben den zirkulierenden 1,25(OH)2Ds-
Konzentrationen auch den 1,25(0OH).D3-Gehalt innerhalb der Zelle und die damit verbundene
zellulare Reaktionen. Dadurch stellt es einen wichtigen Modulator der Vitamin Dz Wirkung dar.
Im Korper spielt CYP24A1 eine bedeutende Rolle fiir die Regulation des Ca?* Metabolismus
[520]. In manchen Tumoren wurde eine Uberexpression von CYP24Al entdeckt, die
moglicherweise durch eine Genamplifikation bedingt ist und mit einer erhfhten Resistenz
gegenuber der 1,25(0H).Ds; Wirkung assoziiert ist [12,154]. Mehrere Studien kamen zum
Schluss, dass CYP24Al1 als potenzielles Onkogen angesehen werden kann und einen
bedeutenden Stellenwert in der Krebsentwicklung haben kdnnte [221,577].

2.1.4.3 VDR-Funktionen

Obwohl die primare Funktion des VDR mit der Ca?*-Homoostase verbunden ist, ist der
nukleare Rezeptor auch in der Proliferation, Differenzierung und Apoptose von Zellen involviert
[68,377]. Daruber hinaus besitzt er eine zentrale immunmodulatorische Rolle, da er in fast
allen Immunzellen (Makrophagen, dendritische Zellen, CD4*T-Lymphozyten, CD8*T-
Lymphozyten, B-Lymphozyten, neutrophile Granulozyten) exprimiert wird und Gber Interaktion
mit den VDRESs seiner Zielgene ihre Eigenschaften moduliert [28,595,674]. VDR-ausgehende
Immunwirkungen beinhalten die Antiproliferation von T- und B-Zellen, die Hemmung der
inflammatorischen Aktivitdt von CD4*-Th1-Zellen und ihrer Zytokinproduktion, die Bildung von
B-Gedachtniszellen, die Férderung der Plasmazelldifferenzierung und Antikérper-Produktion
sowie Hemmung der Sekretion von Interleukin-2 (IL-2), Tumornekrosefaktor-alpha
(TNFa) und Interferon-gamma (IFNy) [191,272,675,676]. Er spielt in der Regulation der
1,25(0OH)2Ds-Synthese und der damit verbundenen Cytochrom P450 Enzyme ebenfalls eine
Rolle, da er das Gen CYP27B1 in der Niere herunterreguliert, wahrend er das CYP24A1-Gen
hochreguliert [584,590].
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2.1.5 Funktionen im menschlichen Kérper

Die klassische und bekannteste Funktion von 1,25(0OH),Ds ist die Regulierung des Ca?*- und
PO,4-Haushaltes im menschlichen Organismus. Die kalzamischen 1,25(OH).Ds-Effekte sind
v.a. im Darm, in der Niere, im Knochen und in der Nebenschilddrise von Bedeutung. Im
Darm findet die Ca?*-Resorption v.a. im Zwolffingerdarm und in distalen Anteilen (lleum,
Caecum, Kolon) statt [138,139,304]. Sie kann transzellular mittels 1,25(OH).Ds-regulierter
Ca?*-Transporter durchgefiihrt werden: Transient Receptor Potential V5 und V6 (TRPV5 und
TRPV6), Calbindin-Dek, Plasma Membrane Ca?*-ATPase 1lb (PMCA1lb) und Na/Ca?'-
Austauscher (NCX1) [78,677]. Auch parazellular ist die Ca?*-Aufnahme mithilfe von Proteinen
wie Claudin-2 und -12, Cadherin-17 und Aquaporin-8 mdglich [157,290]. Die aktive intestinale
PO,4-Aufnahme wird dagegen durch eine gesteigerte Expression des Na-Pi-Kotransporters und
Veradnderungen in der Zusammensetzung der enterozytdren Plasmamembran gefordert
[288,639]. Eine &hnliche Funktionsweise wurde im distalen Tubulus der Niere beobachtet. Das
renale Modell besteht aus TRPV5, Calbindin-Dok und -D2g, NCX1 und PMCA1b [78]. Ein
zusatzlicher Regulator hierbei ist PTH. Die POs-Absorption findet im proximalen Nierentubulus
statt und wird durch FGF23 und PTH reguliert, die zu einer verstarkten POs-Ausscheidung
fuhren [27,643]. AuRerdem ist Ca?* sehr eng mit der Knochenhomdoostase verbunden, da
Knochengewebe hauptsachlich aus Ca?* besteht und damit der groRte Ca?*-Speicher im
Korper ist. In diesem Zusammenhang ist 1,25(0OH),Ds; fir die Foérderung der
Knochenmineralisierung sowie des Knochenauf- und -umbaus sehr wichtig. Es reguliert die
Osteoblasten-Proliferation und Osteoklasten-Differenzierung, die Produktion von Typ |
Kollagen, die alkalische Phosphatase und Osteocalcin [469]. AuBerdem flhrt es zu einer
vermehrten Bildung der Knochenmatrix [493]. V.a. indirekt spielt 1,25(0OH).Ds; eine Rolle,
indem es die intestinale und renale Ca?*-Resorption ankurbelt und durch Hemmung von PTH
auch den Knochenabbau hemmt. In der Modulation der Nebenschilddriisenfunktion spielt die
1,25(0OH);Ds-bedingte PTH-Unterdriickung ebenfalls eine wichtige Rolle. Dort wurde ein
direkter (durch Hemmung der Transkription des PTH-Gens) und indirekter (durch hohe Serum-
Ca?*-Spiegel aufgrund der erhohten intestinalen und renalen Ca?'-Resorption)

Hemmungsmechanismus beschrieben [117].

Sehr lange wurde angenommen, dass die einzige biologische Funktion von 1,25(0OH).Ds die
Regulierung des Ca?*-Stoffwechsels ist. Im Jahr 1979 hat die Arbeitsgruppe von Stumpf den
VDR und 1,25(0OH).Ds im Zellkern zahlreicher Zellgewebe beobachtet, die nicht mit dem Ca?*-
Stoffwechsel in Verbindung stehen [678,679]. Somit wurden zum ersten Mal die ,nicht-

klassischen® oder ,nicht-kalzamischen® Effekte von 1,25(0OH).Ds; angesprochen.

Im Immunsystem hemmt 1,25(OH).D3 die adaptive und férdert die angeborene Immunantwort.

Es ist wichtig fur die Differenzierung von Monozyten, Makrophagen, Antigen-prasentierenden
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Zellen, dendritischen Zellen und Lymphozyten [28,67,79]. Durch die regulierende Wirkung auf
mehrere Interleukine (zB. IL-2, -4, -9, -10, -12, -17) und Interferone (zB. IFN-3, IFN-y) wurde
ein protektiver Effekt gegen Autoimmunerkrankungen beschrieben [247,317,439,591].

Im kardiovaskularen System kontrolliert 1,25(0OH).Ds die Synthese und Ausschittung des
atrialen natriuretischen Peptids (ANP) und bt eine antihypertrophe Wirkung auf die
Herzmuskelzellen aus [635,680,681]. Eine sparliche Sonnenlichtexposition und niedrige
1,25(0OH).Ds-Werte sind mit einem hohen Blutdruck und einer hohen Renin Aktivitat im
Plasma assoziiert [322,682]. Spatere Studien konnten bestéatigen, dass 1,25(0OH).Ds die Renin
Produktion hemmt und sich damit positiv auf den Bluthochdruck, die Herzhypertrophie und
eine erhohte Wasseraufnahme auswirkt [683]. In der Skelettmuskulatur wurde ein direkter

Effekt auf das Wachstum und die Differenzierung von Muskelgewebe beschrieben [47,131].

Im Nervensystem fihrt 1,25(0H);Ds zur erhdhten Leitungsgeschwindigkeit in den
Motoneuronen und zur vermehrten Synthese wichtiger neurotropischer Faktoren
(Nervenwachstumsfaktoren und Neurotrophine) [64,66]. In der Embryonalzeit ist es wichtig fur

eine gesunde und adaquate Gehirnentwicklung [362].

Im Lipid- und Glukosestoffwechsel wurde eine positive Korrelation zwischen einem
1,25(0OH).Ds-Mangel und fast allen Aspekten des metabolischen Syndroms beobachtet
[231,353]. Im Fettgewebe hemmt es den Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptor
Gamma (PPARY), das zentrales Gen der Adipogenese [346]. Auch in der Hochregulierung von
Genen, die an der Fettsdureoxidation und dem mitochondrialen Stoffwechsel beteiligt sind, soll
es involviert sein. So kann 1,25(0OH).Ds einer Diat-bedingten Fettleibigkeit entgegenwirken und
gleichzeitig die Glukosehomdostase verbessern [349]. Durch einen direkten stimulatorischen
Effekt auf die Insulinsekretion in pankreatischen B-Zellen reguliert es den Blutzucker [245].
AuBerdem beeinflusst es die Insulinempfindlichkeit des Korpers durch eine erhohte
Genexpression von Insulin Rezeptoren und Aktivierung des im Fettsaurestoffwechsel-

vorkommenden PPARS (Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor Delta) [343,684].

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass 1,25(0OH).Ds; und seine Analoga antineoplastische
Effekte besitzen. Sie verlangsamen das Wachstum von Krebszellen, indem sie die Zellen in
der Go/Gi-Phase des Zellzyklus anhalten und ihre Differenzierung oder Apoptose induzieren.
Darlber hinaus beeinflusst 1,25(0OH);Ds; die Zellangiogenese, -adhésion, -migration und
reduziert die Invasivitat des Tumors [446]. Interessant ist, dass die meisten Krebszellen neben
dem VDR auch CYP27B1 und CYP24A1 exprimieren, was ihnen eine lokale Regulierung des
1,25(0OH),Ds-Stoffwechsels verschafft [33,237,335,645].
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2.1.6 Wirkungen auf die Haut und Bedeutung in der Dermatologie

Die menschliche Haut ist das einzige Organ, das aufgrund seiner vollstandigen
Enzymausstattung und ubiquitdren VDR-Expression gleichzeitig als Quelle und Zielorgan fir
1,25(0OH)2Ds agiert. Der aktive Vitamin D; Metabolit férdert die dermale Zelldifferenzierung,
indem er die Expression von Involucrin (IN), Transglutaminase (TG), Loricrin und Filaggrin
steigert und die Cornified envelope Formation reguliert. Gleichzeitig hemmt er die Proliferation
der Hautzellen [37,202]. Diese Wirkungen sind zumindest teilweise auf kalzamische
1,25(0OH),Ds-Effekte zuriickzufiihren [466,582]. Uber die Expressionsregulierung von
Cathelicidin férdert 1,25(0OH).D3 die Wundheilung und Gewebereparatur [506,611]. Aul3erdem
besitzt es antimikrobielle Eigenschaften. Es reguliert die Verarbeitung langkettiger
Glycosylceramide, die wichtig fur die Hautbarriere sind, und induziert den Toll-like-Rezeptor
2 mit seinem Korezeptor CD14, welche die angeborene Immunantwort in der Haut auslésen
[413,506]. Die Beteiligung von 1,25(0OH).Ds im angeborenen Immunsystem der Haut wurde
zum ersten Mal in der Abwehr gegen den Erreger Mycobacterium tuberculosis beobachtet, wo
es die Bakterienproliferation in Makrophagen inhibierte [485,685]. Die direkte Induktion der
Genexpression wichtiger antimikrobieller Peptide (z.B. Cathelicidin und Defensin 32) ist dabei
von Bedeutung [611,686]. Dendritische Zellen, die fir die T-Zell-Aktivierung wichtig sind,
stellen ein Ziel der 1,25(OH).Ds-induzierten Immunsupression in der Haut dar. So hemmt
1,25(0H),D; die Aktivierung, Reifung, Differenzierung sowie das Uberleben der
antigenprasentierenden Zellen und fordert die tolerogene T-Zell-Reaktion [5,438]. Im
erworbenen Immunsystem scheinen T-Helferzellen das Hauptziel von 1,25(0OH),D; zu sein, da
deren Vermehrung unterdriickt und die Zytokin Produktion moduliert wird [317]. Dartber
hinaus hat 1,25(0OH).D; eine dosisabhangige Wirkung auf die Apoptose von Keratinozyten. In
physiologischen Konzentrationen verhindert es eine durch bestimmte Trigger (Ceramid, UV-
Strahlung, TNF-a usw.) ausgeloste Apoptose, wahrend es in hohen Konzentrationen die
Apoptose induziert [348]. In Haarzellen férdert 1,25(0OH).D3 den Haarzyklus und schitzt vor
chemotherapiebedingter Alopezie [14,607]. In Talgdriisen reguliert es das Wachstum und die
Morphologie, hemmt die Zellproliferation, -lipogenese, -autographie und erhoht die Zellzahl in-
vitro [382,473,687]. Es ist auRerdem bekannt, dass 1,25(0OH).Ds schiitzende Effekte vor UV-
Strahlung bietet, indem es die zellulare DNA Schéaden, Apoptose und Rétung verringert und
das Zelliberleben erhéht [94,104,105,186,306,633].

Aufgrund der verflochtenen Bindung zwischen 1,25(0OH);Ds und der Haut ist es
nachvollziehbar, dass ein Vitamin Ds; Mangel einige dermatologische Erkrankungen
verursacht. Die Supplementation mit 1,25(OH).Ds und Inanspruchnahme seiner zahlreichen

Eigenschaften stellt eine wertvolle therapeutische Option in der Dermatologie dar. Im
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Folgenden werden Hauterkrankungen aufgelistet, bei denen die Wirkung von Vitamin Ds

Analoga einen besonderen Stellenwert besitzt.

Die therapeutische Wirkung von Vitamin D3 gegen Psoriasis wurde zum ersten Mal 1985 bei
einem Patienten mit Osteoporose entdeckt. Die Gabe von la-Hydroxyvitamin Ds fihrte dabei
zur unerwarteten Remission der psoriatischen Lasionen [379]. Die Verabreichung von
1,25(0OH)2Ds (oral oder topisch) und 1,24(OH).Ds (topisch) fiihrt bei 70-80 % der Psoriasis-
Patienten zur signifikanten Verbesserung des Hautzustands und bei 20-25 % zum
vollstandigen Verschwinden der Hautlasionen [391]. Weitere Vitamin Dz Analoga (z.B.
Calcipotriol, Tacalcitol, Maxacalcitol) kénnen ebenfalls als Monotherapie oder kombiniert mit
topischen Steroiden zur Psoriasis-Behandlung eingesetzt werden, da sie ebenso
prodifferenzierende, antiproliferative und entziindungshemmende Eigenschaften besitzen
[542].

In der atopischen Dermatitis, die in Deutschland ungefahr 10-15% der padiatrischen und 2-4%
der erwachsenen Bevolkerung betrifft, wurde ein inverses Verhaltnis zwischen der Schwere
der Erkrankung und dem Vitamin D3z Spiegel gefunden [441,509]. Eine ausreichende Vitamin
Ds Supplementierung ist mit einer Verbesserung des Hautstatus (anhand des SCORAD- und
EASI-Scores), einer Linderung der Entziindung und einer geringeren Kolonisierung mit
Bakterien assoziiert [200,261,389,441,585].

Ein erniedrigter Spiegel an Vitamin Ds wurde auch bei Patienten mit Akne vulgaris und inversa
beobachtet. Dabei wurde ein umgekehrtes Verhéltnis zwischen dem Vitamin Ds; Spiegel und
dem Schweregrad als auch der Anzahl der entziindlichen Akneldsionen entdeckt. Auf die
Therapie mit Vitamin D3 sprachen ausschliefZlich entziindliche Lasionen an, wahrend nicht-
entziindliche keine Besserung zeigten [250,327,688]. 1,25(0OH).D; reguliert die Erkrankung
Uber die Hemmung der Propionibacterium acnes-ausgeldsten Th17-Differenzierung und die
verringerte Synthese von IL-6, IL-8 und Metalloproteinase-9 (MP-9) [7,308]. Sebozyten wurden
ebenfalls als Zielzellen von 1,25(0OH).Ds identifiziert [687].

Bei Vitiligo gehodren topische Vitamin Dz Analoga ebenfalls zu den therapeutischen Optionen
[431,498,637,689]. I|hre Verwendung alleine oder in Kombination mit topischen
Kortikosteroiden (Erstlinientherapie) oder Psoralen-UV-A-Therapie (PUVA) erwies sich in

Betracht auf die Repigmentierung als vorteilhaft [415,689,690].

Vitamin Dz Analoga haben aul3erdem einen wichtigen Stellenwert bei hyperproliferativen
Dermatosen (z.B. Morphea, Ichthyosis Congenita), blasenbildenden (z.B. Pemphigus vulgaris
und bulléses Pemphigoid) und systemischen (z.B. systemischer Lupus erythematosus)
Autoimmunerkrankungen, Photodermatosen (z.B. Polymorphe Lichtdermatose) und Alopezien
(z.B. Alopecia areata) [382,397,447].
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2.1.7 Rollein der Karzinogenese der Haut

1,25(0OH),Ds wird seit Gber 40 Jahren auf seine krebshemmende Wirkung untersucht [691].
Vitamin D; Analoga schitzen vor Krebs, indem sie das Krebsrisiko und die krebsbedingte
Sterblichkeit verringern [76,175,404,446,564]. Das Vorhandensein des VDR im Tumorgewebe
ist eine Voraussetzung fur die antineoplastische Vitamin D; Wirkung. Dabei bleibt in den
meisten Tumoren die reguldre VDR-Expression erhalten, wahrend in 5% der
Krebserkrankungen genetische Veranderungen des Rezeptors auftreten [396]. Ein 25(0OH)Ds-
Serumspiegel von <50 mmol/L kann das Krebsrisiko um bis zu 50 % erhthen, wahrend eine
tagliche Einnahme von bis zu 1.000 IE Vitamin D3 dies verhindern kann [9,167,173,174]. So
wird ein adaquater Vitamin Ds; Status mit einem geringeren Risiko fur die Entstehung von
Speiseréhren-, Magen-, Darm-, Rektum-, Gallenblasen-, Kolon-, Pankreas-, Lunge-, Brust-,
Gebarmutter-, Ovarial-, Prostata-, Harnblase-, Niere-, Schilddriisen- und Hautkrebs
vergesellschaftet [175]. In dieser Studie ist das Verhaltnis zwischen Vitamin Dz und Hautkrebs

von besonderer Bedeutung.

Hautkrebs ist ein Oberbegriff flir verschiedene maligne Tumoren der Haut und gehért zu den
haufigsten Krebserkrankungen des Menschen [141]. Der "weiRe Hautkrebs" oder die Nicht-
Melanom Hautkrebs-Erkrankung (engl. Non-Melanoma Skin Cancer; kurz NMSC) entwickelt
sich aus der Basal- und Plattenepithelschicht der Epidermis. Die bekanntesten Vertreter sind
das Basalzellkarzinom (engl. Basal Cell Carcinoma; kurz BCC) und das
Plattenepithelkarzinom (engl. Squamous Cell Carcinoma; kurz SCC). Aktinische Keratosen
(AK) gehdéren zu den haufigsten Prakanzerosen des NMSC und stellen kutane
Plattenepithelkarzinome in situ dar [474]. Der gefahrlichere "schwarze Hautkrebs" oder die
Melanom Hautkrebs-Erkrankung (engl. Melanoma Skin Cancer; kurz MSC) geht von den
epidermalen Melanozyten aus. Charakteristischer Vertreter ist das kutane maligne Melanom
(engl. Cutaneous malignant melanoma; kurz CMM). Epidemiologisch tritt am haufigsten das
BCC auf, gefolgt vom SCC und dem malignen Melanom [80]. Wahrend das BCC sich langsam
vermehrt und v.a. lokal invasiv wéchst, ist das SCC bdsartiger und kann Subtyp-abhangig
Metastasen bilden. Das maligne Melanom ist stark proliferativ und invasiv [394]. Durch sein
aggressiv metastasierendes Wachstum ist es nicht selten mit einem todlichen Ausgang
verbunden [692]. Charakteristische molekulare Mutationen finden sich beim BCC v.a. im
Hedgehog (Hh)-Signalweg (im Patched (Ptch)-, Glil- und Smo-Gen), beim SCC im p53-,
NOTCH- und RAS-Gen und beim Melanom im pl16-, BRAF-, c-Kit- und Zyklin D1-Gen
[83,271,445]. Wichtige Risikofaktoren fur die Entstehung von Hautkrebs sind die natirliche
(z.B. Sonnenlicht) und kinstliche (z.B. Solarium) UV-Strahlung als auch die Hautfarbe [395].
UV-Strahlung ist dabei fur etwa 65% der Melanomfélle und 90% aller Hautkrebsfalle

verantwortlich [21]. Fur die Entstehung des BCC ist die intermittierende UV-Exposition im
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Kindesalter und in der Jugend von Bedeutung, wahrend beim SCC die kumulative
Sonnenexposition wichtig ist [65]. Die Entwicklung des kutanen Melanoms ist mit der starken
intermittierenden UV-Exposition in der Kindheit und nachfolgendem Sonnenbrand verbunden
[693]. Dabei scheint eine erhthte Anzahl erworbener Navi ein wichtiger Risikofaktor zu sein.
Im Gegensatz zum BCC und SCC, kann sich das maligne Melanom auch an weniger

bestrahlten Korperregionen oder in inneren Organen entwickeln [19,30,90,119].

Die Grenze zwischen schiitzender und schadigender Wirkung auf die Haut scheint bei der UV-
B-Strahlung sehr schmal zu sein [694]. Wahrend zellulare DNA-Schaden und Malignitéat
verursacht werden konnen, Kkatalysiert dasselbe UV-B-Spektrum die Produktion von
antineoplastischem Vitamin Dz in der Haut. In manchen Krebsarten entstand somit eine
kontraintuitive Verbindung zwischen Sonnenexposition und Krebsvorbeugung, die Uber
Vitamin D3 vermittelt wird [583]. So hemmte die UV-induzierte Vitamin Dz Produktion in
murinen Keratinozyten die BCC-Entstehung. Dabei wurde festgestellt, dass ausschlie3lich UV-
erzeugtes oder topisch appliziertes Vitamin Ds wirksam ist, nicht aber mit der Nahrung
aufgenommenes Vitamin D3 [345]. AuRerdem hemmt 1,25(OH).D3 die Zellproliferation und das
Tumorwachstum von BCCs als auch den Hh-Signalweg in-vitro und in-vivo [562,695]. Die
defekte Hh-Signalubertragung stellt fir die SCC-Entwicklung ebenfalls einen
pradispositionierenden Faktor dar [696]. 1,25(OH).Ds inhibiert dosisabhéangig das SCC-
Tumorwachstum bis zu 30% [208,472]. Im BCC und SCC hemmt topisch appliziertes
1,25(0OH);Ds; auch die chemisch induzierte Karzinogenese [208,634]. Zusatzlich wurden in
beiden Tumoren erhdhte mRNA-Konzentrationen des VDR, der CYP2R1, CYP27B1 und
CYP24A1 identifiziert [373,472]. Auch therapeutisch ist der aktive Vitamin D; Metabolit effektiv.
Er verstarkt die Antitumorwirkung des Zytostatikums Paclitaxel und beschleunigt die
Paclitaxel-induzierte Apoptose in SCC-Zellen [209]. Aul3erdem verbessert eine
Préakonditionierung mit 1,25(0OH).Ds; vor einer photodynamischen Therapie (PDT) mit
Aminolavulinsaure (ALA) das Behandlungsergebnis in BCC und SCC [484]. Das Vitamin D3
Analogon Calcipotriol konnte in Kombination mit 5-Furouracil (5-FU) synergistisch die T-Zell-
Immunitat gegen AK induzieren und die Entstehung und das Wachstum von SCC hemmen
[486]. Eine Studie am Mausmodell zeigte, dass die Kombinationstherapie mit 1,25(OH).D3
oder Calcipotriol, Diclofenac und Difluormethylornithin (DFMO) der alleinigen Therapie mit 5-
FU bei der Behandlung von UV-B-induzierten NMSC Uberlegen ist [452,453]. Neuartige
Vitamin Dz Analoga (z.B. 20(OH)Ds;, 20,22(OH)Ds;, 20,23(OH)Ds) wirken ebenfalls
prodifferenzierend, antiproliferativ. und krebshemmend und kénnten in der Zukunft
therapeutisch in Betracht gezogen werden [239,240,529,644].

Die Arbeitsgruppe von Vagero hat 1986 gezeigt, dass Menschen die im Freien arbeiten und

der Sonne stark ausgesetzt sind, seltener an Melanomen erkranken als Buroangestellte [589].
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Spater wurde bestatigt, dass der durch die Sonne erhdhte 25(OH)Ds Spiegel zu einer
erniedrigten Auftretenswahrscheinlichkeit der Erkrankung und einer besseren Uberlebensrate
und giinstigeren Prognose fiur die Patienten fuhrt [694,697,698]. Vitamin D; Metabolite zeigen
nicht nur in Melanom-Zellen ihre proliferationshemmende und differenzierungsférdernde
Wirkungen, sondern auch in kultivierten Melanozyten und malignen Melanom-Xenografts
[228]. 1,25(0OH);Ds induziert die Apoptose maligner Melanozyten in-vitro und hemmt die
Tumorinvasion, Metastasierung und Angiogenese des Melanoms [91,95,134,423]. Vitamin D3
Analoga mit niedrigem Ca?"-Gehalt (z.B. 20(OH)D3) oder mit einer pregnenolonéhnlichen
Seitenkette (z.B. 21-Hydroxypregnacalciferol) kénnen bei der Melanom-Therapie ebenfalls
wirksam sein [262,531,616,656].

Die Hautkrebs-Anfalligkeit eines Menschen lasst sich anhand der Bindungsfahigkeit von
Vitamin D3z an seinen Rezeptor untersuchen. Dabei werden kleine Nukleotid-Polymorphismen
(engl. Small Nucleotide Polymorphisms; kurz SNPs) zur Bestimmung des Hautkrebsrisikos
analysiert. Mehr als 60 VDR-Polymorphismen wurden in den Exons 2-9 und in der 3'UTR-
Promotorregion entdeckt, die die Pravalenz und Prognose von Hautkrebserkrankungen
beeinflussen [137,228,586]. Die am besten untersuchten VDR-SNPs sind die Melanom-
assoziierten Taql, Bsml, Apal und das NMSC-relevante Fok1 [101].

Vitamin D3 schiitzt verschiedene Hautzellen (z.B. Keratinozyten, Fibroblasten, Melanozyten)
vor intrazellularen UV-Schaden [95,104,106,306,633]. In lebenden Organismen sind
promutagene Pyrimidindimere die wichtigste Form von DNA Schaden, die direkt durch UV-
Strahlung erzeugt werden [699]. Die in der menschlichen Haut vorherrschende Form ist das
Thymin-Dimer [86,108]. Dieses nimmt nach UV-Bestrahlung rasch zu und erreicht seinen
Spitzenwert bereits nach 6h [186]. In der Anwesenheit von 1,25(0OH);Ds; werden neben
Thymin-Dimeren auch Stickoxid-Produkte verringert, wahrend die p53-Expression ansteigt. Es
kommt zu einer geringeren Anzahl an zellularen DNA-Schaden und einer erhdhten
Uberlebensrate der Zelle [186].

Wahrend es zahlreiche Daten zum tumorsuppressiven Effekt von Vitamin D3 gibt, berichten
manche Studien von einem variierenden Verhaltnis zwischen Vitamin Ds; und der Hautkrebs-
Entwicklungstendenz [468]. So fuhrte bei postmenopausalen Frauen die tagliche
Supplementierung mit 1000 mg Ca?* und 400 IE Vitamin D3 Uber einen Zeitraum von 7 Jahren
zu keiner Verringerung der Gesamtinzidenz von weil3em oder schwarzem Hautkrebs [700]. In
der "Vitamin D/Calcium Polyp Prevention Study" fuhrte eine Uber 3 oder 5 Jahre tagliche
Einnahme von 1200 mg Ca?*, allein oder zusammen mit 1000 IU Vitamin D3, ausschlieRlich
zur Verringerung des SCC-Risikos [434]. Obwohl SCCs auf exogenes 1,25(0OH).Ds
ansprechen und es synthetisieren kénnen, reagieren sie nicht auf seine prodifferenzierende

und proliferationshemmende Wirkung [36,701]. Die Forschungsgruppe von Eide fand

20



Einleitung

aullerdem, dass bereits ein 25(OH)Ds-Spiegel von >37,5 nmol/L ausreicht, um ein erhthtes
Risiko fir BCC und SCC zu durchlaufen [120]. In der "Nurses' Health Study" stellte man fest,
dass ein 25(0OH)Ds-Spiegel von >78-85 nmol/L mit einer erhéhten BCC- und SCC-Inzidenz
assoziiert ist im Vergleich zu <50 nmol/L [702]. Die Arbeitsgruppe von van der Pols fand bei
Patienten mit einer Hautkrebs Vorgeschichte und einem 25(OH)Ds-Spiegel von >75 nmol/L
eine erhéhte BCC- aber geringere SCC-Inzidenz. Bei Patienten ohne Vorgeschichte zeigte
sich kein Zusammenhang zwischen dem Vitamin Ds Spiegel und dem Hautkrebsrisiko. Der
25(0OH)Ds-Spiegel >75 nmol/L wurde auch als Marker fur eine erhdhte Melanom-Inzidenz
identifiziert [703]. Eine Studie aus 1998 zeigte, dass die Melanomzelllinie MeWo nicht auf die
1,25(0OH)2Ds-induzierte Apoptose anspricht, obwohl sie den VDR exprimiert [91]. In einer
weiteren Studie von 2007 fande man eine Resistenz der Melanom-Zelllinien SK-Mel-5, Sk-
Mel-25, IGR und MelJuso gegentber der antiproliferativen Wirkung von 1,25(0OH).Ds [704].
Immer mehr Studien berichten von einem Zusammenhang zwischen hdheren Vitamin D3
Spiegeln und einem erhdhten Hautkrebsrisiko, wahrend andere wiederum keinen
Zusammenhang feststellen kénnen [6,564]. Trotz vieler unklarer Faktoren ermutigen all diese
Ergebnisse dazu, die zellularen Auswirkungen von Vitamin D3 auf die Hautkrebsentstehung

genauer zu untersuchen.

21



Einleitung

2.2 UV-Strahlung

2.2.1 Geschichte und Grundlagen

Im Jahr 1886 gelang dem deutschen Physiker H. R. Herzt der experimentelle Nachweis der
elektromagnetischen Wellen [176]. Alle in der Natur vorkommenden elektromagnetischen
Wellen werden im elektromagnetischen Spektrum zusammengefasst. Dieses wird in
verschiedene Bereiche anhand der Wellenlange (m) bzw. der Frequenz (Hz) unterteilt (Abb.
2.6). Sonnenlicht besteht aus einem kontinuierlichem Spektrum elektromagnetischer
Strahlung, das zu 6,8% aus ultravioletter (UV), 38,9% aus sichtbarer (Licht) und 54,3% aus
infraroter (IR) Strahlung besteht [269,541].
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Abb. 2.6: Bereiche des elektromagnetischen Spektrums (nach Horst Frank / Phrood / Anony, CC
BY-SA 3.0 <http://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0/>, via Wikimedia Commons)

Das UV-Spektrum ist fur den Menschen wichtig, da es zu Langzeitsch&den (z.B. Katarakt im
Auge, Lichtalterung, Photokarzinogenese der Haut) filhren kann. Andererseits hat es auch
gesundheitliche Vorteile, wie die Vitamin Ds; Produktion in der Haut. Es deckt den

Wellenlangenbereich zwischen 100 und 400 nm ab und wird in 3 Gruppen unterteilt [705]:

Strahlung Wellenlange Merkmale

langwellig, energiearm, grofRe
Eindringteife, geringe Streuung,

Ultraviolett-A (UV-A) 315-400 nm schwach erythem aber
photosensibilisierd
kurzwellig, energiereich, méaRige
Ultraviolett-B (UV-B) 280-315 nm Eindringtiefe, starke Streueng und

stark erythem

sehr kurzwellig und energiereich,
Ultraviolett-C (UV-C) 100-280 nm geringe Eindringtiefe, sehr starke
Streuung, bakterizid

Tab. 2.1: Bereiche des UV-Spektrums
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Beim Durchgang des Sonnenlichts durch die Atmosphare wird fast 100% der UVC- und 90%
der UV-B-Strahlung von Umweltelementen wie Ozon (O3), Wasserdampf (H20), Sauerstoff
(O2) und Kohlendioxid (CO2) absorbiert. Die UV-Strahlung, die die Erdoberflache erreicht,
besteht hauptséchlich aus UV-A (90-99%) und zu einem kleinen Anteil aus UV-B (1-10%)
[360]. Die Intensitat der UV-Strahlung hangt von verschiedenen Faktoren ab. Die Tages- und
Jahreszeit, der Breitengrad, die Hohe, der Schatten, die Bewdlkung, das Vorhandensein von
Nebel, Dunst und Schadstoffen, die Reflexion der Oberflache durch Schnee, Sand, Metall und

Meerwasser kdnnen die Strahlung erhéhen oder verringern [227,395].

Die UV-Strahlung spielt in der Dermatologie eine wichtige Rolle, da sie abhéngig von ihrer
Wellenlange in unterschiedlichen Hautschichten absorbiert wird. Au3erdem werden anhand
der verschiedenen UV-Absorptionseigenschaften unterschiedliche Effekte ausgelbt. UV-A
dringt bis in die Dermis ein und deponiert bis zu 50% ihrer Energie im dermalen Stratum
papillare [474]. Die Wirkung der UV-A-Bestrahlung zeigt sich v.a. in der Induktion freier
Radikale, die DNA-schadigend und immunmodulierend wirken [128]. Histologisch kommt es
zu einer Zunahme der dermalen Dicke und zur Desorganisation und Apoptose von
Kollagenfasern und Fibroblasten. Durch den Verlust der Hautintegritat wird die Hautalterung
beglnstigt [395,609]. Das genotoxische Potenzial von UV-A ist vorwiegend auf indirekte
Mechanismen zurtickzufiihren. Durch die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
fordert sie oxidative DNA- und Protein-Schaden in der Zelle [242]. AuRerdem fiihrt sie zum
Zelluntergang und zu Entzindungen, die durch Caspase-3 und Activator Protein 1 (AP-
1)/Nuclear factor kappa B (NF-kB) vermittelt werden [609]. Durch die Konformationsanderung
des Melanins kommt es zu einer direkten und kurzanhaltenden Pigmentierung (engl.
immediate pigment darkening, kurz IPD), die kaum einen Lichtschutz bietet [436,489]. Im
Gegensatz zu UV-A, schadigt UV-B-Strahlung die zellulare DNA in einer direkten Weise. UV-
B wird fast vollstdndig von der Epidermis absorbiert, so dass nur 20% der Strahlung das
epidermale Stratum basale oder dermale Stratum papillare erreicht [474]. Obwohl sie das
effizienteste Mittel zur Deckung des Vitamin D3 Bedarfs ist, kann der Vorteil fur die Haut durch
das erhdéhte Krebsrisiko bei UbermaRiger Strahlung aufgehoben werden [39]. UV-B moduliert
verschiedene Onkogene (z.B. p53/cAMP-response element binding protein (CREB), c-Myc)
und verursacht DNA-Umlagerungen, die zur Bildung mutagener Photoprodukte und
Mutationen des Tumorsuppressors p53 fuhren kénnen [706—709]. Die mutationsbedingte p53-
Inaktivierung spielt v.a. fir die Entstehung und das Fortschreiten von AK und SCC eine Rolle.
So werden in 90 % der SCC- und in bis zu 100 % der AK-Falle p53-Mutationen gefunden [710—
712]. UV-B fordert auRerdem oxidative Proteinver&nderungen und die Proliferation von
Keratinozyten. Sie ist erheblich wirksamer bei der Verursachung von Sonnenbranden als UV-
A und fihrt hauptsdchlich zu akuten Verletzungen, wahrend UV-A eher chronische
Hautsch&den verursacht [395,713]. UV-B ist auch fir die Entstehung von Br&aunung,
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Faltenbildung und Lichtalterung verantwortlich. Obwohl UV-B energiereicher als UV-A

Strahlung ist, kann sie nicht durch Glas dringen [395].

Die Entwicklung von etwa 90 % der NMSC wird mit der UV-Exposition assoziiert [599]. Da im
UV-Spektrum die UV-B-Strahlung die starkste karzinogene Wirkung auf die Haut ausibt,
werden die Mechanismen der UV-B-induzierten Zellschadigung und Photokarzinogenese

naher erlautert.

2.2.2 UV-induzierte Zellschaden

Bei den schadlichen Wirkungen der UV-B-Strahlung auf die Haut handelt es sich um
sauerstoffunabhéangige Reaktionen, die durch direkte Zellschaden und Veranderungen der
Immunfunktion verursacht werden. UV-induzierte DNA-Schéaden spielen eine Schlisselrolle in
der |Initiationsphase von Hautkrebs. Aufgrund ihrer optimalen photochemischen
Eigenschaften, wandelt die menschliche DNA mehr als 99,9% der absorbierten Photonen in
harmlose Warme um, wéhrend die restlichen <0,1% zur Schadigung der Zelle fuhren
[430,660]. Die emittierten UV-B-Photonen werden direkt durch DNA-Basen absorbiert. Dabei
handelt es sich hauptsachlich um Pyrimidin- und Purin-Bestandteile, einschlie3lich Thymin,
Cytosin und dem kleineren 5-Methylcytosin [714]. Pyrimidin- und Purinringe haben ein UV-
Absorptionsmaximum von 260 nm, das im nahen UV-B-Wellenlangenbereich auslauft
[421,570]. Die UV-B-Absorption fuhrt zur Bildung von dimeren Photoprodukten, an denen zwei
benachbarte Pyrimidinbasen beteiligt sind. Es handelt es sich um prdmutagene L&sionen, die
die Struktur und Basenpaarung der DNA verandern. Die haufigsten molekularen Lasionen sind
die Cyclobutan Pyrimidin Dimere (CPD), gefolgt von den Pyrimidin (6-4) Pyrimidon
Photoprodukten (64PP) (Abb. 2.7) [329,372]. CPD bestehen aus einer viergliedrigen
Ringstruktur nach einer [2 + 2]-Addition einer Pyrimidinbase an die C5-C6 Doppelbindung
einer zweiten Pyrimidinbase. Die 64PP entstehen ebenfalls durch eine [2 + 2]-Cycloaddition,
an der jedoch die C5-C6-Doppelbindung des Pyrimidins am 5'-Ende und die C4-
Carbonylgruppe des Thymin bzw. C4-Iminogruppe des Cytosins am 3'-Ende beteiligt ist. Dies
fuhrt zur Bildung eines instabilen Oxetan- bzw. Azetidinzwischenprodukts. Durch eine
spontane Umlagerung des Oxetans bzw. Azetidins entstehen anschlieRend die 64PP-Addukte
[714].
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Abb. 2.7: Struktur von dimeren Thymin Photoprodukten (CPD: Cyclobutan Pyrimidin Dimer, 64PP:
Pyrimidin (6-4) Pyrimidon Photoprodukt)

Genetisch betrachtet kommt es zu einer Punktmutation, also einer Transition von Cytosin (C)
zu Thymin (T) (etwa 2/3 aller Mutationen) und CC zu TT (etwa 10% aller Mutationen), die auch
die haufigste genetische Veranderung der p53-Mutationen beim Hautkrebs ist [17,115,541].
Das TT-Photoprodukt (sog. "Thymin-Dimer") ist auRerdem ein spezifischer Indikator fur UV-B-
induzierte DNA-Schaden [109]. CPD-Lasionen sind die Hauptquelle fir UV-B-induzierte
Mutationen, da sie 5- bis 10-mal haufiger auftreten als 64PP [43,363]. Sie sind fiir die Mehrheit
der akuten Reaktionen (d.h. Sonnenbrand, Apoptose, Hyperplasie, Mutationsinduktion) in der
Haut verantwortlich, darunter auch die Entstehung von NMSC [241]. UV-C-Strahlung kann
durch Spaltung des Cyclobutanrings die Bildung von CPD riickgangig machen [714]. 64PP
erzeugen dagegen grolRere DNA-Verzerrungen als CPD, sind immunogener und werden
schneller repariert [83,371]. Eine bemerkenswerte Eigenschatft ist ihre leichte Umwandlung in
die verwandten Dewar-Valenzisomere, wenn sie UV-A- oder UV-B-Strahlung ausgesetzt
werden (Abb. 2.8) [568,569]. Dabei handelt es sich um photoaktive Isomere, die bei
kurzwelliger UV-Strahlung wieder in 64PP-Addukte umgewandelt werden [570]. Obwohl CPD
und 64PP strukturelle Ahnlichkeiten aufweisen, zeigen sie unterschiedliche biologische
Wirkungen. CPD-Lasionen haben eine starkere Wirkung auf die Induktion des
Zellzyklusstillstands. Wahrend in-vivo- und in-vitro-Behandlungen mit dem CPD-Imitat pTpT
zum Stillstand des Zellzyklus fuhrten, nahm jedoch die Apoptose nicht zu. Dagegen erwiesen
sich 64PP-L&sionen bei der Induktion von UV-vermittelter Apoptose deutlich wirksamer als
CPD, da ihre Reparatur die apoptotische Reaktion doppelt so stark verringerte wie die
Reparatur von CPD [334]. Wenn die Reparatur solcher mutagener DNA-L&asionen ausbleibt,
kann es zur Aktivierung von Proto-Onkogenen oder Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen

mit anschlieRender Karzinogenese kommen [214].
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Abb. 2.8: Umwandlung von 64PP in ein Dewar Isomer unter UV-Einfluss (modifiziert nach der
veroffentlichten Abbildung in Direct and indirect effects of UV radiation on DNA and its components,
Volume 63, Jean-Luc Ravanat, Thierry Douki, Jean Cade, Fig. 2. Formation and photoisomerization of
the thymine (6-4) photoproduct, Seiten 88-102, Copyright Elsevier (2001). Mit freundlicher
Genehmigung des Elsevier Verlags)

Obwonhl Dipyrimidinsequenzen die bevorzugten Ziele der UV-B-Strahlung sind, sind auch
Purinbasen photoreaktiv. |hre Adenin (A)-haltige Photoprodukte entstehen durch
Dimerisierung mit einem A oder Anlagerung an ein T und kdénnen mit ihren mutagenen
Addukten zu den krebserregenden UV-B-Wirkungen beitragen [273,286,648,649]. Andere
Photoprodukte sind Purin-Pyrimidin-Photoaddukte, Photohydrationen und Photooxidationen
[512]. Obwohl sie als pramutagene Lasionen wirken, ist inr Gesamtbeitrag am UV-induzierten
Zellschaden sehr klein (ca. 3-4% im Vergleich zu den CPD) und ihre biologische Wirkung in

den meisten Fallen unbedeutend [83].

Im Gegensatz zum UV-B-induziertem Zellschaden, erfolgen DNA-Schaden vermittelt durch
UV-A und sichtbares Licht Gberwiegend mittels Photosensibilisierungsreaktionen, die die
Beteiligung korpereigener Photosensibilisatoren (Flavine, Porphyrine) zusammen mit
Sauerstoff erfordern [62]. UV-A-Photonen werden durch solche Photosensibilisatoren
absorbiert und férdern den DNA-Abbau durch kompetitive Mechanismen vom Typ | (Ein-
Elektronen-Oxidation oder Wasserstoffabstraktion) und Typ Il (Singulett-Sauerstoff-Oxidation)
[149].

Eine wichtiges Ereignis bei der Entstehung von Hautkrebs sind UV-B-bedingte Veranderungen
des Immunsystems [54]. UV-B fihrt zur verminderten Antitumor-Immunitéat, Induktion der
immunsuppressiven Zytokinproduktion, Modulation von Kontakt- und
Uberempfindlichkeitsreaktionen und verminderten Resistenz gegenlber neoplastischen
Zellen und Infektionen [31]. Auch Wachstumsfaktoren und stimulatorische Signale werden in

der Zelle moduliert. AuRerdem werden bestimmte Gene aktiviert, die immunotoxische
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Wirkungen hervorrufen. Uber die Entstehung von CPD und Freisetztung von IL-10 und TNFa
kommt es zur Unterdriickung des lokalen und systemischen Immunsystems [169].
Photorezeptoren wie die cis-Urocaninsaure (UCA), Transkriptionsfaktoren (NFkB, AP-1, p91)
und verschiedene Signaltransduktionswege (Epidermal Growth Factor (EGF)-Rezeptor-
vermittelte Hochregulierung von Phospholipase A2, Lipid-Peroxidations-Signalweg) kénnen
ebenfalls eine Rolle spielen [61,102,169,576,587].

2.2.3 Reparaturmechanismen UV-induzierter Schaden

Nach der UV-Exposition aktivieren die Zellen das Tumorsuppressorprotein p53, das ein
wichtiger Regulator der DNA-Schadensreaktion ist [715]. Es reguliert die Transkription von
Genen, die am Wachstum, der Apoptose und Reparaturmechanismen der Zelle beteiligt sind,
und erhodht die Zuganglichkeit der DNA fur Reparaturenzyme [15,70,355,384,652,658].
Zusatzlich wird der Zellzyklus fiir die Reparatur angehalten (sog. Zellzyklusarrest) [307]. Die
Reparaturdauer hangt von der Art der Zellschadigung ab, so dass die Korrektur von 64PP
schnell durchgefihrt wird und von CPD am langsten dauert [372]. Es gibt eine Reihe
spezifischer und hochkonservierter Reparaturmechanismen, die effizient DNA-L&sionen
beseitigen. Die wichtigsten sind die direkte Reparatur mittels Photoreaktivierung, die
Einzelstrangbruch-Reparatur (ESB) mittels Exzisionsreparatur oder Mismatch-Reparatur
(MMR) und die Doppelstrangbruch-Reparatur (DSB) [716]. Wenn der Schaden zu grof3 ist, I0st
die Zelle die Apoptose oder Nekrose aus, um eine DNA-geschadigte und potenziell mutierte

Zellen zu eliminieren [289].

Die einfachste Reparaturart ist die Photoreaktivierung (auch Direkte Reparatur oder
Schadenreversion genannt), die durch Photonen-ausgeléste Enzyme (sog. Photolyasen)
katalysiert wird und die Reparatur von Basen sowie die Ligation von Einzelstrangbriichen
durchfiihrt [153]. Photolyasen kommen in Bakterien, Pflanzen und Wirbeltieren vor. Sie nutzten
das blaue Licht der Sonne, um mithilfe von FADH, den Cyclobutanring zwischen den
Pyrimidinbasen zu spalten [501]. Sie sind spezifisch fur CPD und 64PP [646].

Die Exzisionsreparatur ist ein mehrstufiger, licht-unabhangiger Reparaturprozess, bei dem der
Schaden durch die Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER) und die Basen-Exzisionsreparatur
(BER) entfernt wird. Der haufigste Reparaturweg fiur UV-induzierte Pyrimidindimere ist die
NER, die aus dem Global Genome Repair (GGR) und dem transkriptionsgekoppelten
Reparaturweg (engl. Transcription Coupled Repair; kurz TCR) besteht [110]. Es handelt sich
um einen DNA-Synthese-abhangigen Reparaturprozess, der aus vier Schritten besteht: die
Erkennung des Schadens, das Abspulen der DNA an der Stelle der Lasion, die Abspaltung

des geschadigten Oligonukleotids mithilfe von Endonukleasen und die Synthese und Ligation
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der DNA unter Verwendung eines unbeschadigten Stranges [420,502,657]. Dadurch konnen
bis zu 30 Basenpaare lange DNA-Abschnitte ersetzt werden. Wéahrend der GGR im gesamten
Genom mithilfe des DNA-Schadensbindungsproteins Xeroderma pigmentosum group C (XPC)
Lasionen erkennt, wird der TCR erst dann eingeleitet, wenn es zum Stillstand der RNA-
Polymerase im aktiv transkribierten Strang kommt [198,550,596]. Defekte der NER fiihren zu
Erkrankungen wie Xeroderma pigmentosum (XP), dem Cockayne-Syndrom (CS) und der
lichtempfindliche Form der Trichothiodystrophie (TTD) [84,257]. Die BER wirkt gegen UV-
induzierte Basenlasionen, die indirekt Uber die Erzeugung von ROS entstehen [13,223,517].
Abhangig vom reparaturbedirftigen Schaden wird sie in zwei Varianten unterteilt: die short-
patch-Reparatur (Ersatz von einem Nukleotid) und die long-patch-Reparatur (Ersatz von bis
zu 20 Nukleotiden) [483]. Die BER-AKktivitat wird durch DNA-Glykosylasen eingeleitet, die den
Schaden erkennen und entfernen. Durch die Spaltung der Bindung zwischen der Base und
der Desoxyribose bleibt eine abasische Stelle (sog. AP-Stelle) zuriick. Dort fugt die AP-
Endonuklease einen Einzelstrangbruch ein. Die DNA-Polymerase entfernt den geschadigten
Bereich und synthetisiert den neuen Strang, indem sie den komplementaren Strang als
Vorlage benutzt. Die DNA-Ligase schlief3t letztendlich die entstandene Liicke [628]. Immer
mehr Beweise deuten darauf hin, dass neben der NER auch die MMR an der UV-induzierten
Hauttumorentstehung beteiligt ist [464]. Sie korrigiert Basenfehlanpassungen, die durch
Replikationsfehler oder Deaminierung von Cytosin verursacht werden [300,364]. Die MMR-
Aktivitat kann sowohl wéahrend der DNA-Replikation in der S-Phase als auch auRerhalb der S-
Phase und unabhangig von der DNA-Replikation durchgefiihrt werden [437,655]. Nachdem
eine Fehlpaarung in neu synthetisierten DNA-Strangen erkannt wird, wird der Strang hinter
der Fehlpaarung durch spezielle Proteine (z.B. PCNA, RFC1-RFC, MLH1/PMAS2, der
Exonuklease EXO1) herausgeschnitten und spater resynthetisiert [236,287]. Durch die
Aktivierung von p53 kann es eine UV-B-induzierte Apoptose auszuldsen [442].

DSB konnen durch Photolasionen, ROS und Defekte in DNA-Reparaturprozessen entstehen
[255]. Es wird die homologe von der nicht-homologen Reparatur unterschieden [325,500]. Die
homologe Reparatur verwendet als Vorlage Schwesterchromatid-Sequenzen oder ein
homologes Chromosom und ist auf die S- und G2-Phase des Zellzyklus beschrénkt, in der
sich die Schwesterchromatiden nahe der Bruchstelle befinden und als Reparaturtemplate
benutzt werden [97,185,488,495,499]. In den meisten Eukaryoten wird die nicht-homologe
Reparatur bevorzugt, die keine homologe Vorlage benutzt und wahrend des gesamten
Zellzyklus ablaufen kann [185,488]. Sie umfasst die Bildung von DNA-Protein-Komplexen mit
gebrochenen Enden und den Einsatz der spezialisierten DNA-Ligase 1V, die zwei DNA-Enden
direkt miteinander verbindet [255,629]. Da die ligierten DNA-Enden kaum Homologie

zueinander aufweisen, kommt es haufig zu Fehlern, Insertionen und Deletionen [325].
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Die Bedeutung der DNA-Reparatur ist klar ersichtlich bei der Veranschaulichung des frithen
und erhohten Risikos von UV-Mutationen und Hautkrebs bei XP-Patienten [103]. Eine
verminderte DNA-Reparaturkapazitat wurde auRerdem als unabhéangiger Risikofaktor fir die
BCC- und SCC-Entwicklung identifiziert [608]. Im Korper wird durch UV-B-Strahlung die
sogenannte UV-Stressreaktion induziert. Es kommt zur anhaltenden Entziindungsreaktion an
der sonnenexponierten Stelle, die bei der Entstehung und dem Fortschreiten von Hautkrebs
von grofRer Bedeutung ist [166]. Ein wichtiger Mechanismus in der komplexen zellularen
Antwort auf die UV-B-Strahlung ist die Aktivierung des zytosolischen, liganden-aktivierten Aryl-

Hydrocarbon-Rezeptors [8,155].

2.2.4 Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor

Der Aryl-Hydrocarbon-Rezeptor (AhR) ist ein liganden-abhéngiger Transkriptionsfaktor, der
eine molekulare Masse von 96 kDa hat, aus 848 AS und 11 Exons besteht und auf dem
Chromosom 7 (Genlocus 7p21.1) kodiert wird [4,32,107,127,299]. Zusammen mit den
verwandten AhR Nuclear Translocator (ARNT) und AhR Repressor (AhRR) gehért es zur Per-
ARNT-Sim-Familie (PAS-Familie) der Basic Helix-Loop-Helix (bHLH) Familie [259,507]. Am
N-terminalen Ende besitzt er eine bHLH-Doméane, die fur die DNA-Bindung (b-Region) und
Protein-Dimerisierung (HLH-Region) wesentlich ist (Abb. 2.9) [182]. Es folgt die PAS-Doméne,
die fur die AhR-Heterodimerisierung mit ARNT und anderen Chaperonen wichtig ist. Sie
enthalt zwei Subdoméanen, PAS-A und PAS-B, die jeweils ca. 50 AS lang sind und eine hohe
Sequenzahnlichkeit zum ARNT Protein haben [126]. Die PAS-B-Domane beherbergt eine
Liganden-bindende Tasche, die nach erfolgreicher Bindung des Liganden zur Aktivierung des
Rezeptors fuhrt [4,182]. Die Glutamin-reiche Transaktivierungsdoméane Doméne (TAD oder Q-
Region) befindet sich am C-Terminus und ermdglich die Aktivierung der Proteintranskription

mittels Rekrutierung und Interaktion mit Transkriptions-Koaktivatoren [491].

Dimerization domain

DNA binding domain Ligand binding domain Transcriptional activation binding domain
NLC I [ H B N K
bHLH PAS-A PAS-B TAD

Abb. 2.9: Funktionelle Domé&nen des AhR (modifiziert nach Jeff Dahl, CC BY-SA 4.0
<https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0>, via Wikimedia Commons)
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Der AhR wurde 1976 entdeckt und anfangs als ,Dioxin-Rezeptor® betitelt [419,449,450]. Er ist
wegen seiner Rolle bei der Metabolisierung und Entgiftung von geféhrlichen Substanzen
bekannt, die als Liganden an den Rezeptor binden und ihn aktivieren. Dabei wird zwischen
synthetischen und natirlichen Liganden unterschieden. Die am besten definierten AhR-
Liganden sind die synthetischen, die meistens Umweltchemikalien sind und eine hoch-affine
Bindung mit dem Rezeptor eingehen. Die bekanntesten Vertreter sind die halogenierten
aromatischen Kohlenwasserstoffe (HAHs) wie das 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD,
Dioxin) und die polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAHs) wie das
Benzo(a)pyren (BaP) [100]. Die nicht-klassischen, natirlichen AhR-Liganden entstammen
dem eigenen Korper oder sind in diversen Lebensmitteln wie Obst und Gemuse enthalten. Sie
sind weniger toxisch und binden schwéacher an den Rezeptor. Wichtigsten Vertreter sind
Flavonoide, Indolderivate, Stilbene und Karotinoide [58,81,647]. Aufgrund dieser Funktionen

wird der AhR in Barriereorganen wie der Haut stark exprimiert [133,717].

2.2.4.1 AhR-Signaltransduktion

In Abwesenheit von Liganden befindet sich der AhR im Zytoplasma, gebunden an einen
inaktiven Multikomplex bestehend aus zwei Heat Shock Protein 90 kDa (HSP90) Proteinen,
einem Co-Chaperon protein 23 kDa (p23), Hepatitis B Virus X-assoziiertes Protein 2-Molekill
(XAP-2) und dem Protoonkogen pp60s (Tyrosin-Proteinkinase Src) [130,339,443]. Diese
Proteine sorgen fir die korrekte Rezeptor-Faltung, bieten Schutz vor Proteolyse und

ermoglichen eine effiziente Liganden-Erkennung [187].

UV-B-Strahlung erzeugt endogene Verbindungen, die eine hohe Affinitdt fir den AhR
aufzeigen [205,460]. Lange Zeit wurde den Tryptophan-abgeleiteten, hochaffinen AhR-
Liganden 6-Formylindolo[3,2-b]carbazol (FICZ) und 6,12-Diformylindolo[3,2-b]carbazol
(dFICZ) eine Rolle bei der AhR-vermittelten biologischen Reaktion auf UV-B zugeschrieben
[155,460,461]. Folglich wurde von einer AhR/FICZ/Ziegen-Rickkopplungsschleife
ausgegangen. Jingste Studien belegen, dass FICZ als Reaktion auf biologisch relevante UV-
B-Dosen und simuliertes Sonnenlicht jedoch nur geringfugig produziert wird, und gehen somit
von der Beteiligung anderer AhR-Liganden aus [641]. Endogene Liganden kénnen den AhR
Uber zwei Signalwege aktivieren: einen im Zellkern (kanonische Signalweg) und einen in der
Zellmembran (nicht-kanonische Signalweg) (Abb. 2.10) [155].

Sobald ein Ligand in die Zelle gelangt, erkennt er die Nuclear Localization Sequence-Region
(NLS-Region) in der DNA-Bindungsdomane des AhR und bindet an den Rezeptor. Das AhR-
Protein durchlauft eine Konformationsdnderung, die zur Dissoziation des Proteinkomplexes

und Translokation des Rezeptors in den Zellkern fihrt. Dort dimerisiert der AhR mit seinem
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Partnerprotein ARNT (AhR/ARNT-Komplex), bindet an die Xenobiotic Responsive Element-
Region (XRE) in der Enhancer-Region von Zielgenen, rekrutiert die RNA-Polymerase 1l und
induziert mit Hilfe von Co-Aktivatoren (SRC-1, CoCoA, CBP/p300, RIP140) die Zielgen-
Transkription [268,283,284,400,454,718]. Das am besten charakterisierte AhR-Zielgen ist das
Cytochrom P450 1A1 (CYP1Al), wahrend auch Gene, die fir die Phase-I- (z.B. CYP1AZ2,
CYP1B1) und Phase-ll-Enzyme (z.B. Glutathion-S-Transferase (GST), UDP-
Glucuronosyltransferasen 1A1 und 1A6) kodieren, als Rezeptorziele agieren
[44,274,351,592,624,719]. Ein AhR-Zielgen ist auch der AhRR, der einen negativen
Ruckkopplungsmechanismus auslésen kann [25,275,369]. Er konkurriert mit dem AhR um die
ARNT- und XRE-Bindungsstelle und kann nach erfolgreicher Bindung die AhR-abhangige
Genexpression blockieren [369]. Der AhR wird anschlieBend aus dem Zellkern in das

Zytoplasma verlagert, wo er durch Proteasome abgebaut wird [92].

Die liganden-bedingte Dissoziation des Multikomplexes fuhrt aul3erdem zur Aktivierung der
l6slichen pp60%, die sich vom Zytosol zur Zellmembran begibt [130,270]. Dort fuhrt sie zur
Aktivierung und Internalisierung des Zelloberflachenrezeptors epidermaler Wachstumsfaktor-
Rezeptor (EGFR), der die nachgeschaltete Mitogen-Aktivierte Proteinkinase (MAPK)-
Signaltransduktion (RAS-RAF-MEK-ERK1/2) induziert [148,251,487]. Intrazellular wird die
Transkription der pro-inflammatorischen Cyclooxygenase 2 (COX-2) aktiviert, die das Zielgen

des nicht-kanonischen, zytoplasmatischen AhR-Signalweges reprasentiert [57].
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Abb. 2.10: AhR-Signaltransduktion nach UV-B-Bestrahlung (Aus [Agostinis P, Garmyn M, Van
Laethem A (2007) The Aryl Hydrocarbon Receptor: An llluminating Effector of the UVB Response. Sci
STKE 2007:pe49—pe49]. Nachdruck mit Genehmigung von AAAS)
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2.2.4.2 Cytochrom P450 1A1

Die Cytochrom-P450-Familie 1 besteht aus hamhaltigen Enzymen, die Phase-I-
Stoffwechselreaktionen katalysieren und an der Biotransformation von Xenobiotika und
Arzneimitteln beteiligt sind [399,618]. Die mikrosomale Monooxygenase Cytochrom P450
Familie 1 Unterfamilie A Mitglied 1 wird durch das CYP1Al Gen kodiert, das sich auf dem
langen Arm des Chromosoms 15 (Genlocus 15g24.1) befindet, Uber 6.311 Basenpaare lang
ist und sieben Exons und sechs Introns enthélt [87,238,254,546]. CYP1A1 (auch als ,Aryl-
Hydrocarbon-Hydroxylase® bekannt) kommt hauptséchlich im extrahepatischen Gewebe vor
und gehort zur ,AhR gene battery®, deren Induktion zu Aktivierung der AhR-Signalkaskade
fuhrt [263,534,549,720]. Da seine Expression hauptsachlich durch den AhR reguliert wird,
kann CYP1A1l als sensitiver Biomarker fur die AhR-Aktivierung angesehen werden
[85,225,340,592]. CYP1A1l ist fur die ROS Produktion und die Bioaktivierung von
Prokarzinogenen zur Erzeugung reaktiver Metabolite und ultimativer Karzinogene bekannt
[478,721,722].

Potentiell krebserregende, exogene CYP1A1-Substrate sind typischerweise PAHs und HAHSs,
aber auch industrielle Arylamine, Brennstoffverbrennungs- und Tabakprodukte
[88,260,524,723]. Durch die Hydroxylierung an einer freien Position eines aromatischen Rings
(das Markenzeichen fur die Initierung der Karzinogenese) entstehen hochreaktive
Umwandlungsprodukte (Epoxide und Diol-Epoxide), die durch Bildung von DNA-Addukten zur
Mutagenese und Tumorbildung fiihren [18,60,620,724]. Auch endogene Substrate wie die
Arachidonsaure, Eicosapentinsaure, Melatonin und Estrogene (z.B. 17B-Ostradiol (E.),
Estrone) wurden beschrieben [303,341,514]. So wird E, durch CYP1A1 in Katecholdstrogene
wie 2-Hydroxyo6stradiol (20HE2) und 4-Hydroxydstradiol (4OHE;) umgewandelt [160,621].
Durch die Bildung reaktiver Semichinone und Chinine kommt es zur DNA-Modifikation, Bildung
von ROS und Mutagenese der Zellen [48,71,195,203,326,412,650]. Manche seiner
gefahrlichen Liganden kann CYP1A1 auch in polare Derivate entgiften, die tber den Urin und
die Galle ausgeschieden werden [503]. Murine Experimente haben sogar gezeigt, dass die
CYP1A1l-vermittelte Entgiftungswirkung nach oraler BaP-Einnahme starker ausgepragt ist als
die schadlichen, prokarzinogen-aktivierenden Effekte [725]. Aufgrund seines ziigigen
Ligandenabbau-Mechanismus kann CYP1A1l die Dauer der AhR-Signalisierung regulieren
und nachgeschaltete Mechanismen verhindern [630,726]. Durch Hyperoxie, Scherstress und
undefinierte Serum Faktoren kann CYP1Al auch liganden-unabhangig induziert werden
[184,383,418].

Die CYP1A1-Aktivitat wurde in der menschlichen Haut identifiziert und mit der Entwicklung von
Hautkrebs in Verbindung gebracht [536]. So wurde in atypischen Keratinozyten in AK und
kutanen SCCs (cSCC) im Gegensatz zu gesunden Zellen eine erhdhte CYP1A1-Expression
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dokumentiert [505]. Eine Assoziation von CYP1A1-Polymorphismen mit der Entwicklung von
weillem Hautkrebs und verschiedenen Hauterkrankungen (z.B. Neugeborenen- und
Chlorakne, Allergien, abnormen Nageln, Hyperkeratose, Systemischer Sklerose, Lupus
erythematosus, Psoriasis vulgaris) wurde ebenfalls beschrieben
[10,301,302,330,427,459,580,601,640]. Durch die starke CYP1A1-Expression in epidermalen
Talgdrisen, deren Talg zur Aufrechthaltung der Hautintegritat beitrdgt, moduliert es die
Hautbarrierenfunktion [490]. In inflammatorischen Hauterkrankungen kann eine erhéhte
enzymatische CYP1AL1-Aktivitat die wohltuende und entziindungshemmende Wirkung des
AhR-Signalweges schneller beenden. In Mausen wurde eine verstarkte Aktivierung von

Immunzellen und Hautpathologie durch CYP1A1 ausgeldst [727].

2.2.4.3 Cyclooxygenase-2

Die COX-2 ist ein Enzym, das aus Arachidonséure das Eicosanoid Prostaglandin H, (PGHy)
herstellt, welches eine Schlusselrolle in der Entziindungsreaktion spielt [401,480,526]. Das
humane Gen (PTGS2) liegt auf dem Chromosom 1 (1925.2-g25.3), wiegt ungefahr 72kDa und
ist 8,3 kB lang mit 10 Exonen, wahrend die mRNA ungefahr 4,500 Basen und das Protein 604
AS besitzt [213,249,538,539,558]. COX-2 fungiert als ,Response®- oder "immediate-early"-
Gen, da es schnell induziert und streng reguliert wird. Es wird in sehr geringen Mengen im
Gewebe exprimiert, wobei manche Organe (z.B. das Gehirn, Rickenmark, die Gebarmutter,
Plazenta und Niere) es konstitutiv produzieren kdnnen [53,525,728]. Bei Schmerz-, Fieber-
und Entzindungsereignissen wird es drastisch hochreguliert [89]. COX-2 wird durch eine
Vielzahl von Substanzen induziert, darunter Zytokine, Onkogene, Wachstums- und
Transkriptionsfaktoren sowie UV-B-Strahlung [57,136,151,375]. Dagegen wird es durch
Glucocorticoide und Vitamin K und Ds; gehemmt [298,448,610]. Neben der Bedeutung in
physiologischen Prozessen wie der Nierenfunktion (Nierenentwicklung und -durchblutung,
Natrium (Na*)-Ausscheidung), Wundheilung (Angiogenese) und Reproduktion (Ovulation und
Geburtseinleitung), beginstigt COX-2 durch den chronischen Entziindungsreiz die Entstehung
und Progression von Tumoren [72,199,224,381,622]. So kann es Prokarzinogene aktivieren
und das Wachstum, die Invasivitat und die Vaskularisation eines Tumors beeinflussen
[122,163,212,350,581].

In der Haut wird COX-2 in den stérker differenzierten, suprabasalen Keratinozyten exprimiert
[57,318,385]. Sie begunstigt die Differenzierung von Keratinozyten, das Haarwachstum und
die Entwicklung von Haarfollikeln [46,405,575,617]. Nach akuter UV-Exposition werden die
MRNA und das Protein der COX-2 in der menschlichen Haut rasch hochreguliert und die
Produktion von PGE; angeregt [57,179,234,318]. PGE: bindet an vier G-Protein-gekoppelte

Rezeptoren (EP:.4) auf der Oberflache von Keratinozyten, die jeweils unterschiedliche
33



Einleitung

Signalwege aktivieren. EP1, EP2 und EP4 wurden in Tiermodellen als wichtige Faktoren fur die
UV-induzierte Hautkarzinogenese identifiziert. Sie fihren zur erhéhten Proliferation von
Tumorzellen, Hemmung der Apoptose, Férderung der Immunsuppression und Erhéhung der
Tumorinvasivitat und Entziindungsreaktion [492]. Wahrend eine Uberexpression von COX-2
ein Merkmal von Papillomen, AK und SCC ist und innerhalb kirzester Zeit hach Bestrahlung
wieder abféllt, fuhrt die Entzindung zum Fortschreiten von AK zu SCC, einer erhéhten
Zellreplikation und einer verringerten Apoptose in Melanozyten [11,16,23,34,57,124,178]. Im
BCC ist eine COX-2-Expression ausschlielich im Stroma vorzufinden, und nicht in den
Tumorinseln [16,23]. Das Melanom weist ebenfalls eine angestiegene COX-2-Expression auf,
die mit der Invasion, Tiefe und dem Metastasierungsstatus des Tumors korreliert und als
prognostischer Faktor benutzt wird. Noduldre, ulzerierte oder metastasierte Melanome weisen
eine starkere COX-2-Expression als oberflachlich streuende oder primére, nicht-metastasierte
Melanome auf [291,292,370,540]. Mause mit COX-1- oder COX-2-Mangel entwickeln
verglichen zu Wildtyp-Mausen 75% weniger Hauttumore [575]. Damit im Einklang steht die
Funktion der COX-2 Inhibitoren, die Odeme und die GefaRdurchlassigkeit aufheben, die UV-
B-induzierte COX-2-Expression und Entziindung abschwéchen und das Hautkrebsrisiko um
bis zu 90% reduzieren [146,625,626].

2.2.4.4 AhR-Funktionen

Die am besten beschriebene AhR-Funktion ist die Hochregulierung der Cytochrom P450
Familie 1 Enzyme als Reaktion auf Xenobiotika. Seine evolutionare Erhaltung in
unterschiedlichen Spezies, Expressionstendenz in entwickelnden als auch ausgereiften
Geweben und phéanotypischen Veranderungen in AhR Knockout (KO) Mausen deuten auf eine
wichtige Rolle in verschiedenen Organsystemen hin [1,143,190,368,508]. In der Zelle reguliert
der AhR wichtige Adhasionsprozesse (Zell-Zell- und Zell-Extrazellularmatrix-Interaktionen) als
auch die Proliferation, Mobilitat und Plastizitat der Zellen [297]. Liganden-abhangig entwickeln
AhR KO-Mause vielfaltige Fehlbildungen. Betroffen ist die weibliche Fruchtbarkeit
(einschlieBlich dem Eisprung und Follikelwachstum), die Regulation des Wachstums des
Herzens, des Pylorus Muskels als auch des perinatalen Wachstums, die Blutdruckregulation
und die Produktion peripherer Lymphozyten [2,143,144,369,508,729]. GefalRmisshildungen
mit Persistenz embryonaler Gefa3systeme (Ductus venosus, porto-fetaler Shunt,
Hyaloidarterie), eine Pfortader Hypertrophie und Beeintrachtigung der Augen-Vaskularisation
wurden ebenfalls berichtet [294,295,508,572].

Im Immunsystem vermittelt der AhR immunologische Reaktionen mit antiallergischen
Wirkungen und moduliert das Thl1/Th2-Gleichgewicht in-vivo als auch das Wachstum

aktivierter und proliferierender T-Zellen [402,409]. Im Gehirn ist er an neuroendokrinen Bahnen
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beteiligt, die die Gehirn-Hypophysen-Nebennieren- und Keimdriisen-Achsen kontrollieren
[297].

In der Haut wird der AhR in allen Zelltypen exprimiert [133]. Er tragt zu physiologischen
Prozessen wie der Melanogenese, der Integritdt der Hautbarriere und der epidermalen
Keratinozytendifferenzierung bei [337,717,730]. Seine Funktion in der Pathogenese
dermatologischer Erkrankungen (z.B. atopische Dermatitis, Psoriasis oder Vitiligo) ist
Liganden-abhéngig. Wahrend manche AhR-Agonisten Krankheiten verursachen oder
verschlechtern, kénnen andere heilend wirken [45,189,235,386,731,732]. Somit kann sowohl
die Aktivierung als auch die Hemmung der kutanen AhR-Aktivitat von Vorteil sein. Viele
pathologische Prozesse, die durch chronische UV-B- oder Chemikalien-Exposition und
anhaltende AhR-Aktivierung entstehen, verursachen die Alterung und Karzinogenese der Haut
(Abb. 2.11).

Die vorzeitige Hautalterung ist multifaktorieller Genese (z.B. abhangig von der Ethnizitat, dem
Sonnenexpositionsumfang und dem Antioxidantien-Plasmaspiegel) und geht mit der
Entwicklung von Falten und Pigmentunregelmafiigkeiten einher [278,279,440,597]. Hautfalten
entstehen durch die AhR-vermittelte Aktivitatssteigerung der Matrix-MP 1 und 3, die die
extrazellulare Matrix (ECM) abbauen und die Hautelastizitat degradieren [147,387,422,559].
AuBerdem modulieren sie mithilfe des AhR den Transforming Growth Factor B (TGFp)-
Sighalweg und inhibieren somit die Kollagensynthese [188,194,380,456—458]. Die UV-B-
Exposition von NCTC  2544-Keratinozyten fuhrte zu einer AhR-bedingten
Transkriptionsinduktion von Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 2 (PAI-2), der die Proteolyse der
ECM fordert [152,551]. Die Hautpigmentierung (Melanogenese) erfolgt v.a. durch Umweltgifte.
Diese stimulieren tUber den AhR die Tyrosinase-Aktivitat, ein Enzym das den Melanin-Gehalt
erhoht, und induzieren den Melanozyten-aktivierenden Mikrophthalmie-assoziierten
Transkriptionsfaktor (MITF) [337,392]. Die UV-B-vermittelte AhR-Aktivierung erhéht dagegen
ausschlieBlich die Anzahl der Melanozyten [733].

Wahrend die Rolle des AhR-Signalweges bei der BCC-Pathogenese und dem Hh-Signalweg
noch unklar ist, wurden seine Komponenten in gesunder Haut, AK und invasivem SCC als die
zweitwichtigste Gengruppe identifiziert [342,374]. Zu den AhR-modulierten Schliusselgenen,
die in bestrahlten Keratinozyten hochreguliert werden, gehdren die ROS- und DNA-Addukte-
generierenden CYP 1 Enzyme (v.a. CYP1ALl), das pro-inflammatorische und anti-apoptotische
COX-2 und das ebenfalls pro-inflammatorische C-X-C motif chemokine 5 (CXCL5)
[88,125,155,429,537]. Der AhR baut zudem das pro-apoptotische Tumorsuppressorprotein
p27 ab und unterdriickt die NER, wodurch es zu mutagenen DNA-Sché&den in der Hautzelle
kommt [152,451]. AuRerdem erhoht er die Expression von regulatorischen T-Zellen, IL-2 und

der Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) [55,243,331,398]. In manchen Melanom Zellen wurde
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ebenfalls eine ausgepragte AhR-Expression festgestellt [414]. AulRRerdem reguliert der
Rezeptor das therapeutische Ansprechen von malignen Erkrankungen auf Immuncheckpoint-
Inhibitoren [600]. Ein wichtiger Checkpoint ist das Oberflachenprotein Programmed cell Death
1 Ligand (PD-L1), dessen Expression in Tumoren durch IFN-y hochreguliert wird und eine
zentrale Rolle in der Krebstherapie spielt [165,196]. Der AhR-Signalweg vermittelt nicht nur
Effekte der IFN-y Behandlung in B16-Melanomzellen, sondern verstarkt auch die PD-L1-
Expression in normalen und karzinogenen Zellen [258,332,606]. Durch PD-L1 kommt es zur
Induktion und Aufrechterhaltung der Immuntoleranz im Tumor. Nach Bindung an seinen
Partner Programmed Cell Death Protein 1 (PD-1) auf T-Zellen, werden diese entweder in die

Apoptose oder in einen regulatorischen Phanotyp getrieben [135,424].

Radiation Pollutants

DNA damage Melanogenesis Apoptosis Drug metabolism ECM remodeling Immunity
T, S Y 7 V4
7 _1/37, 7 g -~y
0 Q. \\*
-p27) - MITF ¢ -p271 - PAH - DNA adducts - MMPs 1 -IL-21
-NER | - Tyrosinase activity 1 -COX-21 -ROS 1 - PAI-2 1 -1DO
-PD-L11 - TGFB modulation =Treg 1
-PD-L1 ¢
-COX-21
-CXCL5 1

Abb. 2.11: Kutane AhR-Effekte nach Exposition gegeniber UV-B-Bestrahlung oder
Umweltschadstoffen (Aus [Vogeley C, Esser C, Titing T, Krutmann J, Haarmann-Stemmann T (2019)
Role of the Aryl Hydrocarbon Receptor in Environmentally Induced Skin Aging and Skin Carcinogenesis.
Int J Mol Sci 20:6005]. Mit freundlicher Genehmigung von Herr Prof. Dr. Vogeley und International
Journal of Molecular Sciences, MDPI-Verlag)
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2.3 Cross-talk der AhR- und VDR-Signalwege

Die Kernrezeptoren VDR wund AhR sind beides zytosolische, Liganden-aktivierte
Transkriptionsfaktoren, die mit anderen Transkriptionsfaktoren interagieren und die
Transkription verschiedener Gene beeinflussen. Trotz ihrer funktionellen und strukturellen
Ahnlichkeiten ist nach heutigem Stand der Wissenschaft wenig tber die Interkation der beiden
Rezeptoren (einem sog. ,Cross-talk®) bekannt. Die Gruppe von Resz-Poszarsz war eine der
ersten Forschungsgruppen, die sich 1993 mit dieser Fragestellung auseinandersetzte. Sie
untersuchte die Rolle des AhR-Partner Proteins ARNT im VDR-Signalweg, fand aber keine
relevante Assoziation oder Bindungsaffinitat zwischen ARNT und dem VDR [477]. Jingere
Studienergebnisse weisen dagegen auf eine potenzielle Wechselwirkung zwischen dem AhR-
und VDR-Signalweg hin. Die Arbeitsgruppe von Matsunawa belegte, dass die AhR-Aktivierung
den VDR-Signalweg stimuliert. So verstarkten die AhR-Liganden BaP und TCDD die
1,25(0OH);Ds-abhangige VDR-Translokation und CYP24Al-Induktion in Makrophagen-
abgeleiteten THP-1 Zellen und Brustkrebszellen der Linie MCF-7 [356]. Im Jahr 2012
identifizierte dieselbe Forschungsgruppe das klassische AhR-Zielgen CYP1Al als ein
neuartiges VDR-Zielgen. Sie fand, dass 1,25(0OH).D; die BaP-induzierte CYP1Al-
Gentranskription und -Proteinexpression in monozytaren U937-, THP-1-, Brustkrebs- und
Nierenepithelienzellen verstarkt [357]. AuRerdem wurde von einer gewebeabhdngigen
Regulation des AhR-Signalsystems durch den potenten VDR-Ligand 1,25(OH).D3 berichtet.
Wahrend 1,25(0OH);Ds in CD4* T-Zellen die AhR-Expression supprimiert, erhdht es die LPS-
induzierte AhR- und CYP1A1l-Expression in humanen oralen Keratinozyten (OKF6/TERT-2-
Zellen) [321,555]. In den menschlichen Keratinozytenzelllinien NHEK und HaCaT wurden
kirzlich neue biologische Funktionen von nicht-klassischen Vitamin D3z Derivaten identifiziert,
die zumindest teilweise Uber die Bindung an den AhR und den Retinsdure-Rezeptoren ROR
und RXR vermittelt werden (Abb. 2.12) [533]. Fur 20,23(0OH).Ds war der AhR-Signalweg der
am starksten induzierte kanonische Kernrezeptorweg. Durch das Vitamin Ds; Derivat wurde der
AhR und die nachgeschalteten Zielgene CYP1Al und CYP1B1 signifikant hochreguliert. Der
VDR/RXR und sein Zielgen CYP24A1 wurden als zweit starkster Signalweg aktiviert. Die
Vitamin Dz Metabolite 20(OH)Ds, 1,20(OH).Dz und 17,20,23(OH).Ds konnten die AhR-
Expression ebenfalls stimulieren, jedoch schwéacher als 20,23(OH),Ds. Wéhrend 20(OH)Ds
und 17,20,23(OH).Ds; beide AhR-Zielgene (CYP1Al, CYP1B1) hochregulierten, stimulierte
1,20(0OH)2Ds ausschlieRlich CYP1B1. Der wichtigste kanonische Signalweg fur 1,25(0OH)2Ds
war der VDR/RXR, gefolgt vom AhR, PPARa/RXRa, RAR und LXR/RXR.

37



Einleitung

Haut

e
i 7 Haut

Klassischer
Stoffwechselweg

Blut 1
@V Leber ,NEUER“

Stoffwechselweg
Blut 1

@ ® Niere Bﬁy/ BDN\
Blut l
Reﬂnaium
Aryl-Hydroearbon

,Af

(ROR, RXR)

pAPA

, *
74\ \% ‘

J// V2 Regulation von Signalwegen, die fiir Krebs-, Autoimmun-, Infektions-, Herz/Kreislauf-

o S—— und Stoffwechselerkrankungen, sowie unsere Innere Uhr von Bedeutung sind.

Abb. 2.12: Stoffwechselweg von klassischen und nicht-klassischen Vitamin Ds; Derivaten
(modifiziert nach [Reichrath J (2021) Was passiert, wenn Sonnenstrahlen auf unsere Haut treffen?
Springer, Berlin, Heidelberg. URL: https://doi.org/10.1007/978-3-662-62612-2_3]. Mit freundlicher
Genehmigung des Springer Nature Verlags)
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2.4 Fragestellung und Ziele der Arbeit

Jungste wissenschaftliche Erkenntnisse haben gezeigt, dass es eine funktionelle Interaktion
zwischen AhR- und VDR-Signalen in verschiedenen menschlichen Geweben gibt. Bis heute
wurde eine solche Wechselwirkung in préakanzerdsen oder kanzerdsen Zellen des weil3en
Hautkrebs noch nicht untersucht. Unser Ziel war es, weitere Erkenntnisse uber das
Zusammenspiel von VDR- und AhR-Signalen bei der Photokarzinogenese der Haut zu
gewinnen. Mittels RTqPCR analysierten wir die in-vitro-Effekte der vollstandig karzinogenen
UV-B-Strahlung und des Tumorsuppressors 1,25(0OH),Ds auf die Expression von Mitgliedern
der AhR- und VDR-Signalwege in menschlichen HaCaT- und SCL-1-Keratinozyten, die
Merkmale verschiedener Stadien der Hautphotokarzinogenese aufweisen. Mit dieser Arbeit

wollten wir folgende Fragen beantworten:

e Wie reguliert UV-B-Strahlung in einer Dosis von 50 J/cm? die mRNA-Transkription von
Mitgliedern des VDR-Signalweges?

e Wie reguliert 1,25(0OH),Ds; oder 25(0OH)Ds in einer Endkonzentration von 107 M die
MRNA-Transkription von Mitgliedern des AhR-Signalweges?

¢ Kann die orale Aufnahme von Vitamin D3 (in der aktiven Form 1,25(OH).Ds oder seiner
Vorstufe 25(0OH)D3) alle Auswirkungen von UV-B auf die menschliche Gesundheit

ausgleichen?

e Gibt es eine synergistische Wirkung von UV-B und 1,25(0OH);Ds/25(0OH)D; in der
Regulation des AhR- oder VDR-Signalweges?

o Gibt es eine unterschiedliche Regulierung von AhR- und VDR-vermittelten Signalen in
kultivierten menschlichen Keratinozyten, die phanotypische Merkmale verschiedener

Stadien der Hautkarzinogenese aufweisen?
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3 Material und Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Verwendete eukaryontische Zelllinien

3.1.1.1 HaCaT-Keratinozyten

HaCaT-Keratinozyten sind spontan immortalisierte und transformierte Keratinozyten, die aus
humaner Haut hervorgehen [659]. Sie enthalten eine p53-Mutation (p53mut) und stellen
initiierte  Keratinozyten dar, die Elemente der frihen Phase der Nicht-Melanom-
Hautkarzinogenese aufweisen [310,734]. In-vivo-Tierstudien haben gezeigt, dass HaCaT-
Zellen charakteristische Merkmale prakanzerdser Hautlasionen (AK) aufzeigen, einschlieflich
der Entwicklung eines geschichteten Epithels mit dysplastischen morphologischen
Eigenschaften, jedoch ohne Tendenz zu invasivem oder metastatischem Wachstum [659].
Aufgrund  ihrer  vollstandig  erhaltenen  epidermalen  Differenzierungs-  sowie
Proliferationsfahigkeit werden sie in der Forschung fir in-vitro-Studien verwendet [513,659].
In den hier durchgefuhrten Experimenten wurden HaCaT-Keratinozyten der Firma CLS Cell
Lines Service GmBH® eingesetzt. Fir jedes Experiment wurden 3 unterschiedliche Passagen

verwendet, die 3 biologischen Replikaten entsprechen.

3.1.1.2 SCL-1-Zellen

Bei der menschlichen Epithelzelllinie SCL-1 (Squamous Cell Carcinoma cell line 1) handelt
es sich um Keratinozyten, die aus Biopsie-Material eines kutanen Plattenepithelkarzinom
(cSCC) entnommen worden sind [52]. Sie weisen eine fehlende p53-Proteinexpression
(p53null) und charakteristische Merkmale des nicht-melanotischen Hautkrebs-Phénotyps,
inklusive invasivem und metastasierendem Wachstum, auf [52,77,232,323,445,544]. In den
hier  durchgefuhrten Experimenten  wurden SCL-1-Zellen des Deutschen
Krebsforschungszentrums (DKFZ) in Heidelberg benutzt. Fir jedes Experiment wurden 3

unterschiedliche Passagen verwendet, die 3 biologischen Replikaten entsprechen.

3.1.2 Auftauen der Zellen

Die in flussigem Stickstofftank gelagerten HaCaT-Keratinozyten und SCL-1-Zellen wurden in
Kryordhrchen 10 bis 15 min lang bei Raumtemperatur aufgetaut. Wahrenddessen wurden die
Petrischalen beschriftet und mit 5 ml Nahrmedium befillt. Anschlie3end wurden die Zellen aus
dem Kryogefal3 unter einer Sterilbank in 5 ml des entsprechenden Nahrmediums vorsichtig
resuspendiert. Davon wurden je 500ul zu 5 ml Nahrmedium gegeben. Das Kryordhrchen

wurde nachgespiilt, um eventuell zurlckgebliebene Zellen aufzunehmen. Nach
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anschlieRender Untersuchung unter dem Lichtmikroskop, wurden die Zellkulturschalen in

einem 5%-CO,-begasten Warmeschrank bei einer Temperatur von 37°C inkubiert.

3.1.3 Kultivierung der Zellen

Die Kultivierung der HaCaT-Keratinozyten und der SCL-1-Zellen wurde unter einer Sterilbank
durchgefuhrt. Die sich in Petrischalen befindlichen Zellen wurden jeweils mit dem
entsprechendem Nahrmedium versorgt. FUr die HaCaT wurde das DMEM-Medium und fiir die
SCL-1-Zellen das RPMI-Medium 1640 verwendet. Beiden N&hrmedien wurde vor dem
Kultivieren 1% L-Glutamin und 10% fétalem Kalberserum (FCS) hinzugefiigt. Ein Nahrmedium

Wechsel erfolgte nach Begutachtung der Zellen jeweils montags und freitags.

3.1.4 Passagieren der Zellen

Das Splitten der Zellen wurde nach einer Uberpriifung unter dem Lichtmikroskop bei einer
Konfluenz von 70-90% unter einer Sterilbank durchgefiihrt. Hierfir wurde das gegenwartige
Nahrmedium abgesaugt und es erfolgte eine Doppelspllung mit jeweils 5ml
Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)-Puffer. Im Anschluss wurde mit 750 ul 0,25% Trypsin-
EDTA behandelt. Nach manuellem Schwenken wurden die Zellkulturschalen im 5%-CO,-
begasten Inkubator bei einer Temperatur von 37°C fur ca. 15 min inkubiert, um die Zellen
abzulésen. Nach einer Kontrolle unter dem Mikroskop, bei der die Zellen sichtbar mobil
geworden waren, wurden 5 ml des entsprechenden Nahrmediums zu jeder Zellkulturschale
hinzugegeben. Mithilfe eines Pipett Controllers und serologischen Pipetten wurden alle Zellen
in einem oder mehreren Falcons gesammelt und in neue Zellkulturschalen mit je 5 ml

entsprechendem Medium aufgeteilt.

3.1.5 Versuchsvorbereitung

Am Vortag der Behandlungen wurden die Zellen wie unter Kapitel 3.1.4 beschrieben
abtrypsiniert und in einem Falcon gesammelt. Daraus wurde nach Durchmischung eine Probe
von 100ul mit einer Einkanalpipette enthnommen, in ein Reagiergefal pipettiert und die Anzahl
der Zellen pro ml mithilfe eines automatischen Zellz&hlers in Pipettierformat ermittelt.
Schlie3lich wurden 5 x 10° Zellen pro Petrischale in 5 ml Nahrmedium ausplattiert und mit
einem 5%-CO,-begasten Warmeschrank bei 37°C inkubiert. Als Vorbereitung auf die
Behandlungen der Zellen am nachsten Tag wurde ein Gemisch, bestehend aus Nahrmedium

und 1% bovinem Serum-Albumin (BSA) angefertigt. Dafir wurden 500 ml Nahrmedium mit 5g
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BSA unter unsterilen Bedingungen vermischt und anschlieRend unter einer Sterilbank durch
einen Sterilfilter in eine Laborflasche abfiltriert. Die Behandlung der Zellen erfolgte in diesem
1% BSA-Nahrmedium aufgrund der dadurch erschwerteren Anheftung von 1,25(OH);D; am
Plastik der Schale. Letztlich wurde das angefertigte 1% BSA-Nahrmedium in mehrere nach
der jeweiligen Behandlung beschrifteten Falcons aufgeteilt und im Kuhlschrank bei 4,5°C bis

zum Versuchsansatz gelagert.

3.1.6 Behandlung der Zellen

Das Behandlungsprinzip war im ersten und zweiten Experiment identisch. Die
Behandlungssubstanzen wurden mit dem 1% BSA-Nahrmedium in Falcons angesetzt. Unter
einer Sterilbank wurde zunachst allen Zellschalen das vorhandene Nahrmedium abgesaugt.
Eine anschlieRende unsteril durchgeflihrte, niedrig dosierte UV-B-Bestrahlung (50 J/cm? und
Wellenlange im mittleren Bereich 302 nm) in einem UV-B-Strahler wurde nur bei den zu
bestrahlenden Zellen durchgefiihrt. Es ging hiernach fiir alle Zellen wieder unter der Sterilbank
weiter. Das Behandlungsmedium wurde den vorgesehenen Schalen mithilfe eines Pipett
Controllers zugegeben. Nachdem alle Zellkulturschalen behandelt worden sind, folgte eine
Inkubation im 5%-CO,-begasten Warmeschrank bei 37°C bis zum vorgesehenen Ernte-
Zeitpunkt. Allerdings wurde der letzte Schritt bei den Zellen des Oh-Erntewertes im ersten

Experiment Ubersprungen. Diese wurden direkt nach der Behandlung geerntet.

Die Behandlungen innerhalb eines Experimentes wurden alle zum selben Zeitpunkt
durchgefuhrt, die Behandlungssubstanzen der beiden Experimente dagegen wichen zu einem
geringen Grad ab (Tab. 3.1, 3.2 und 3.3). In beiden Experimenten war EtOH (1:1000
Verdinnung) geldst in 1% BSA-Nahrmedium Bestandteil jeder Behandlungsbedingung.
Nachdem bewiesen werden konnte, dass es im Vergleich zur alleinigen 1% BSA-
Néhrmediumgabe keinen zusatzlichen Effekt auf die Zellen hat (Kapitel 4.2), wurde es als
Kontrolle fur alle anderen Behandlungssubstanzen benutzt. Das EtOH-geldste 1,25(0OH).D3
wurde mit einer Endkonzentration von 10~ M verwendet. Bei der Auswahl dieser Konzentration
haben wir auf eine Studie unseres Labors zurtickgegriffen, in der nachgewiesen worden ist,
dass 1,25(0H),Ds mit einer Endkonzentration von 107 M in beiden verwendeten Zelllinien
einen zytoprotektiven Effekt gegeniber der UV-B-Strahlung haben kann [578]. Hier nochmal

zur Veranschaulichung der Aufbau des ersten Experimentes:
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Behandlung Substanzen pro Schale

1. BSA 5 ml 1% BSA-Nahrmedium

5 ml 1% BSA-Nahrmedium

2. BSA + UV-B

50 J/cm? UV-B-Strahlung

5 ml 1% BSA-Nahrmedium
3. EtOH

5 pl EtOH (10™%)

5 ml 1% BSA-Nahrmedium
4. EtOH + UV-B 5 ul EtOH (10%)

50 J/cm? UV-B-Strahlung

5 ml 1% BSA-Nahrmedium
5. EtOH + 1,25(0H),Ds 5 ul EtOH (10

5 ul 1,25(0H),D5 (10°7)

5 ml 1% BSA-Nahrmedium
5 pl EtOH (10)

6. EtOH + 1,25(0H),D3 + UV-B
5 pl 1,25(0H),D5 (107)

50 J/cm? UV-B-Strahlung

Tab. 3.1: Behandlungsbedingungen im ersten Experiment

Im zweiten Experiment wurden ergénzend der AhR-Antagonist CH223191 und der VDR-
Inhibitor 25(0OH)Ds verwendet, beide in EtOH geldst mit einer Endkonzentration von 107 M.
Grund fur die Anwendung dieser Konzentration waren Studien, die von einer bestatigten
Wirkung der benutzten Substanzen bei der genannten Endkonzentration berichteten

[24,365,651]. Das zweite Experiment bestand demnach aus folgenden Behandlungsgruppen:
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Behandlungsgruppe

Substanzen pro Schale

1. EtOH

A. EtOH

5 ml 1% BSA-Nahrmedium
5 pl EtOH (10

B. EtOH + CH223191

5 ml 1% BSA-Nahrmedium
5 ul EtOH (109
5 nl CH223191 (107)

C. EtOH + 25(0H)D;

5 ml 1% BSA-Nahrmedium
5 pl EtOH (10
5 nl 25(OH)D; (107)

D. EtOH + CH223191 + 25(0H)Ds

5 ml 1% BSA-Nahrmedium
5 pl EtOH (10

5 nl CH223191 (107)

5 nl 25(0OH)D3 (107)

2. EtOH + 1,25(0H),Ds

A. EtOH + 1,25(0H),D;

5 ml 1% BSA-Nahrmedium
5 pl EtOH (10
5 pl 1,25(0H),D; (107)

B. EtOH + 1,25(0OH),D3 + CH223191

5 ml 1% BSA-Nahrmedium
5 pl EtOH (10

5 pl 1,25(0H),D; (107)

5 nl CH223191 (10°)

C. EtOH + 1,25(0H),D3 + 25(0H)Ds

5 ml 1% BSA-Nahrmedium
5 pl EtOH (10

5 pl 1,25(0H),D; (107)

5 nl 25(0OH)D3 (107)

D. EtOH + 1,25(0H),D + CH223191 + 25(0H)Ds

5 ml 1% BSA-Nahrmedium
5 pl EtOH (10

5 pl 1,25(0H),D; (107)

5 nl CH223191 (10°)

5 nl 25(0OH)D3 (107)

Tab. 3.2: Behandlungsbedingungen im zweiten Experiment (A)
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Behandlungsgruppe

Substanzen pro Schale

3. EtOH + UV-B

A. EtOH + UV-B

5 ml 1% BSA-Nahrmedium
5 ul EtOH (10
50 J/cm? UV-B-Strahlung

B. EtOH + UV-B + CH223191

5 ml 1% BSA-Nahrmedium
5 pl EtOH (10™%)

50 J/cm? UV-B-Strahlung

5 nl CH223191 (107)

C. EtOH + UV-B + 25(0H)Ds

5 ml 1% BSA-Nahrmedium
5 pl EtOH (10™%)

50 J/cm? UV-B-Strahlung

5 nl 25(0H)D3 (10°7)

D. EtOH + UV-B + CH223191 + 25(0OH)D3

5 ml 1% BSA-Nahrmedium
5 pl EtOH (10™%)

50 J/cm? UV-B-Strahlung

5 nl CH223191 (107)

5 nl 25(0H)D5 (10°7)

4. EtOH + 1,25(0H),D; + UV-B

A. EtOH + 1,25(0OH),D; + UV-B

5 ml 1% BSA-Nahrmedium
5 pl EtOH (10™%)

5 pl 1,25(0H),D5 (107)

50 J/cm? UV-B-Strahlung

B. EtOH + 1,25(0OH),D3; + UV-B + CH223191

5 ml 1% BSA-Nahrmedium
5 pl EtOH (10™%)

5 pl 1,25(0H),D5 (107)

50 J/cm? UV-B-Strahlung

5 nl CH223191 (10°)

C. EtOH + 1,25(0H),D3 + UV-B + 25(0H)Ds

5 ml 1% BSA-Nahrmedium
5 pl EtOH (10°™%)

5 pl 1,25(0H),D5 (107)

50 J/cm? UV-B-Strahlung

5 nl 25(0H)D3 (107)

D. EtOH + 1,25(0H),D3 + UV-B + CH223191 +
25(0OH)D3

5 ml 1% BSA-Nahrmedium
5 pl EtOH (10%)

5 pl 1,25(0H),D5 (107)

50 J/cm? UV-B-Strahlung

5 nl CH223191 (10°)

5 nl 25(0OH)D3 (107)

Tab. 3.3: Behandlungsbedingungen im zweiten Experiment (B)
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3.1.7 Ernte der Zellen

Die Ernte der Zellen wurde manuell und unsteril durchgefihrt. Sie erfolgte im ersten
Experiment fir jede Behandlungsbedingung in einem Zeitabstand von 6h innerhalb der ersten
24h nach Behandlung. Daraus ergaben sich die 6 folgenden Ernte Zeitpunkte: Oh, 6h, 12h,
18h, 24h. Dadurch wollten wir untersuchen, wie sich die Genexpression in einem Zeitraum von
24h entwickelt. Im zweiten Experiment wurden die Zellen 6 und 24h nach Behandlung
geerntet, um bei der Genexpression den Unterschied im Tagesrhythmus zu untersuchen.
Zunachst wurde das Behandlungsmedium mit einer Pasteurpipette abgesaugt und die Schale
mit 2 ml PBS-Puffer durchgesplilt. Nach erneuter Zugabe von 2 ml PBS-Puffer wurden die
Zellen vom Schalenboden mit Hilfe eines Zellschabers abgekratzt und nach Zugabe von 1 mli
PBS-Puffer in einem Falcon (15 ml) pipettiert. AnschlieRend wurde bei 1.200 Umdrehungen
pro min fur 3 min bei 24°C zentrifugiert. Der PBS-Uberstand wurde mit einer Pasteurpipette

abgesaugt und das im Falcon verbliebene Zellpellet bei -70°C weggefroren.

3.2 RNA-Isolierung

Die Isolierung der Ribonukleinsdure (RNA) wurde in beiden Experimenten mithilfe von
Isolierung Kits (RNeasy Mini Kit und QIAshredder) gemalR dem Herstellerprotokoll (Qiagen®,
Deutschland) durchgefihrt (Abb. 3.1). Ziel war es, aus der geernteten Probe die Gesamt-RNA
(MRNA, tRNA, rRNA) zu erhalten. Aufgrund der Tatsachen, dass die RNA auf3erst instabil ist
und RNasen (die RNA-abbauend wirken) Uberall vorkommend sind, musste die RNA-
Isolierung schnell, stetig und auf Eis durchgefiihrt werden [132]. Um mogliche
Kontaminationen vorzubeugen, wurde immer unter Anwendung von Einmal-Handschuhen,
autoklavierten ReagiergefaRen und RNase-freien Pipettenspitzen mit Filter gearbeitet. Jede
Probe wurde zweimal isoliert, so dass es technische RNA Extraktion Duplikate gab [3]. Es
wurden immer gleichzeitig 12 Proben pro Durchgang isoliert. Als Vorbereitung mussten vier
Lésungen angefertigt werden. Fir die erste Lésung (70% EtOH) wurde absolutes EtOH mit
destilliertem Wasser verdinnt. Fir die zweite Losung (RLT-Mercaptoethanol Gemisch) wurde
10 pl Mercaptoethanol zu 1 ml RLT Puffer pro Probe hinzugegeben, bei der dritten Lésung
(RPE Buffer) wurden 4 Volumen absolutes EtOH dem RPE Puffer addiert. Au3erdem wurde
in einem Reagiergefald ein DNase-Gemisch angefertigt, in dem fir jede Probe 10 ul RQ1

RNase-Free DNase zu 70 pl RQ1 RNase-Free DNase Reaction Buffer gegeben worden sind.

Die Mengenangaben in der folgenden Ausfihrungsbeschreibung beziehen sich auf eine
Probe. Um die Lyse der Zellen zu ermdglichen, wurden 600 pl RLT-Mercaptoethanol Gemisch
zugegeben und mit einer Pipette mehrmals resuspendiert. Zur Homogenisierung der Zellen

wurde alles in ein QIlAshredder Mini Spin Column pipettiert und 2 min lang bei 13.000
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Umdrehungen pro min zentrifugiert, wobei der Einsatz danach verworfen wurde. Dem (ibrig
gebliebenen Auffanggefal® inklusive Zellmaterial wurden 600 pl 70% EtOH zugegeben und
resuspendiert. Davon wurden zur Einstellung optimaler Bedingungen 600 ul in ein RNeasy
Mini Spin Column pipettiert, 15 s lang bei 10.000 Umdrehungen pro min zentrifugiert und
darauffolgend wurde das Auffanggefald geleert. Die letzten drei Schritte wurden anschlieRend
noch einmal wiederholt. Nach der RNA-Bindung der Zellen folgten mehrere Waschgange
sowie ein DNA-Verdau, um eine Entfernung von Proteinen, DNA und anderen Substanzen zu
ermdglichen. Dadurch war es wesentlich leichter die groRen (200 Nukleotide langen) mRNA-
Anteile der Proben zu isolieren und die kleinen RNA-Anteile (tRNA, rRNA) auszuschliel3en.
Die Zellen wurden erstmals mit 350 ul RW 1 Puffer gewaschen, 15 s lang bei 10.000
Umdrehungen pro min zentrifugiert und das Auffanggefal® wurde geleert. Als Nachstes wurde
das DNase-Gemisch griindlich gevortext, 80 ul des DNase-Gemisches wurden in die Mitte der
Membran des RNeasy Mini Spin Column pipettiert und 15 min lang zur DNA-Verdau bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden erneut mit 350 ul RW 1 Puffer gewaschen, 15 s
lang bei 10.000 Umdrehungen pro min zentrifugiert und das Auffanggefal3 wurde am Ende
entleert. Es folgte ein weiterer Waschgang mit 500 pl RPE Puffer und eine Zentrifugation fir
15 s bei 10.000 Umdrehungen pro min. Das Auffanggefal3 des RNeasy Mini Spin Column
wurde verworfen und gegen ein Neues ausgetauscht. Der Waschgang mit 500 ul RPE Puffer
wurde wiederholt, gefolgt von einer Zentrifugation fiir 2 min bei 10.000 Umdrehungen pro min.
Nach Ausleeren des Auffanggefales wurde 1 min lang bei 13.000 Umdrehungen pro min
zentrifugiert. Es wurde nur die Saule in ein beschriftetes 1,5 ml Collection Tube gestellt. Zur
Eluisierung der Zellen wurden 32 pl RNase-freies Wasser in die Mitte der Saule pipettiert und
1 min lang bei 10.000 Umdrehungen pro min zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Durchfluss
auf die Saule gegeben, wieder 1 min lang bei 10.000 Umdrehungen pro min zentrifugiert und

die Saule wurde letztendlich verworfen.

Nach jeder RNA-Isolierung erfolgte eine Konzentrationsmessung der gewonnenen RNA-
Probe mithilfe eines Spektrophotometers. Dafir mussten erstmal 2 pl RNase-freies Wasser
gemessen und als Referenzwert herangezogen werden. Danach wurde die Probe 3-mal

vermessen und daraus letztendlich ein Mittelwert gezogen.
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Abb. 3.1: Ablauf der RNA-Isolierung (modifiziert nach RNeasy Mini Handbook, Qiagen, 2019. Mit
freundlicher Genehmigung von Qiagen GmbH)
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3.3 Reverse Transkription

Fir die Quantifizierung von RNA-Transkripten ist die quantitative Echtzeit-PCR (engl. real-time
guantitative PCR; kurz RTgPCR) die sensitivste und zuverlassigste Methode. Sie beginnt mit
der reversen Transkription von mRNA in einzelstrangige cDNA, gefolgt von der PCR-
Amplifikation der cDNA (siehe 3.4). Die reverse Transkriptase ist ein multifunktionales Enzym
mit zwei unterschiedlichen enzymatischen Aktivitaten: eine RNA-abhé&ngige DNA-Polymerase
und eine hybrid-abhangige Exoribonuklease (RNase H) (Abb. 3.2). Die DNA-Polymerase
transkribiert cDNA aus einer mRNA-Vorlage. Die Exoribonuklease (RNase H) degradiert
dagegen die RNA im neu gebildeten RNA-DNA-Hybriden. Sie betrifft nur RNA, die mit cDNA
hybridisiert ist. AuRerdem verbessert sie die Sensitivitdt der anschlieenden PCR. Die hier
benutzte Omniscript Reverse Transkiptase (RT) wird mit dNTPs (Vorstufen-Bausteine der
Nukleinsauren) und mit einem optimierten RT Puffer eingesetzt, um das Durchlesen der
Template mit hohem Guanin- und Cytosin-Gehalt (Merkmal zur Charakterisierung von
einzelstrangiger DNA oder RNA) zu erméglichen und zu optimieren. Der RNase-Inhibitor
hemmt RNA-abbauende RNasen und minimiert das Risiko des RNA-Abbaus. Der Random
Primer lagert sich selektiv an die mRNA an und ermdéglicht eine Umschreibung in cDNA. Durch
das freie 3"-Ende des Primers kann die RT die Synthese der komplementaren DNA
durchfihren. Die Reverse Transkription erfolgte in beiden Experimenten mithilfe eines
Transkriptionskits (Omniscript RT Kit) gemafl dem Herstellerprotokoll (Qiagen®, Deutschland)
(Abb. 3.3). Um die Reliabilitdt der Experimente nachzuweisen, wurde jede Probe doppelt
umgeschrieben. Es wurden immer gleichzeitig 48 Proben pro Durchgang umgeschrieben. Fur
die cDNA-Umschreibung einer einzelnen Probe wurde ein Gesamtvolumen von insgesamt 20
pl bendétigt. Dieses Gesamtvolumen bestand aus dem mRNA-Anteil (der 1 pg mRNA enthielt),
aus 7,8 pl Master Mix und aus RNase-freiem Wasser, das das restliche Volumen ergéanzte.
Als Vorbereitung wurde fiir jede Probe die passende mRNA-Menge (in pl) berechnet.
AnschlieRend wurden 468 ul Master-Mix fur 48 Proben (374,4 ul fur 48 Proben + 93,6 ul als
Stltze) in einem Reagiergefdl3 angesetzt und gevortext. Die pro Probe gedachten 7,8 ul
Master-Mix bestanden aus 2 uyl RT-Puffer (10-fach mit destilliertem Wasser konzentriert), 2 pl
dNTP’s, 1,8 yl Random Primer (1:10 verdinnt mit destilliertem Wasser), 1 ul RNase Inhibitor
(1:4 verdunnt mit 1 x RT-Puffer) und 1 pyl Omniscript RT. In das fur jede Probe gedachte
Reagiergefal? wurde erstmal die passende Menge RNase-freies Wasser pipettiert, dann die
passende mRNA-Menge und als letztes die 7,8 pl Master-Mix. Anschliel3end wurde 90 bis 120
min lang bei 37°C in einem Wasserbad inkubiert. Direkt danach wurden die Proben 5 min lang
bei 93°C in einem Heizblock inaktiviert. Die entstandene cDNA-Proben wurden in zuvor

beschriftete, weiRe Papierboxen bei -18°C gelagert.
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mRNA AAAAAA
—
l RNA-abhangige DNA-Polymerase
mRNA AAAAAA
<DNA <

l Exoribonuklease (RNase H)

<DNA <

Abb. 3.3: Funktionsweise der reversen Transkriptase (modifiziert nach Figure 1, p.9,
Omniscript Reverse Transcription Handbook, Qiagen, 2010. Mit freundlicher Genehmigung von
Qiagen GmbH)

RT Puffer

dNTP

Random Primer
mRNA RNase-Inhibitor
RNase-freies Wasser Omniscript RT

N ¥

RNase-freies Wasser
+
mRNA
+
Master Mix

Inkubation (90-120 Minuten bei 37°C)

Inaktivierung (5 Minuten bei 93°C)

Real Time gPCR

Abb. 3.2: Durchfuhrung der reversen Transkription (modifiziert nach Omniscript Reverse
Transcription Handbook, Qiagen, 2010. Mit freundlicher Genehmigung von Qiagen GmbH)
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3.4 Real-Time Quantitative PCR

3.4.1 Funktionsprinzip

Die RTqPCR ist eine in-vitro-Methode zum Nachweis und Quantifizierung von Nukleinsauren
[494]. lhre Wirkungsweise beruht auf dem Funktionsprinzip der ,klassischen® Polymerase-
Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR). Dieses basiert auf der Anwesenheit
von speziellen Enzymen, den DNA-Polymerasen, die mithilfe von Nukleotiden (wie dNTP)
kurze Oligonukleotidsequenzen (sog. Primer) mit einem freien 3‘-OH-Ende verlangern und
dadurch DNA-Abschnitte vervielfaltigen konnen. Ein PCR-Lauf besteht meistens aus 20 bis 50
aufeinanderfolgende PCR-Zyklen. Grundsatzlich wird in jedem PCR-Zyklus eine Abfolge von
drei Phasen der DNA-Amplifikation durchgefiinrt (Abb. 3.4). Die erste Phase ist die
Denaturierung (engl. Melting), in der durch Erhitzen auf 93°C bis 96°C die doppelstrangige
DNA aufgeschmolzen wird. Die zweite Phase ist die Primerhybridisierung (engl. Primer
Annealing), in der bei einer Temperatur von 40°C bis 60°C ein Primer an jeden DNA-
Einzelstrang angelagert wird. Die dritte Phase besteht aus der Elongation (oder Extension),
bei der eine enzymatische Verlangerung der Primer durch eine DNA-Polymerase zur Synthese
von DNA-Kopien fuhrt [276]. Im Gegensatz zur ,klassischen PCR", bei der immer eine
Endpunktbestimmung der DNA-Menge erfolgt, wird bei der RTgQPCR die Amplifikation der
DNA-Menge ,in Echtzeit gemessen, also nach jedem einzelnen PCR-Zyklus [204]. Dadurch

koénnen leichter Aussagen Uber die Kinetik der Amplifikationsreaktion gemacht werden.

. Ausgangsmaterial

Srrrrrrrrrorrrm 3
3-llllllILlI!J(lils-
-’

~_a) Denaturierung __b) Annealing _____©)Synthese
S o, : sl o 13 LEEES o : snad ;h
5LLLL‘ ARSI '3 : sl,.-l..l..&.l..l..l..l..l..ll.l..hl..]s.lg' ‘
3! > :
; = ' s =1 0 B B 1 e
: 3qll'ljiljllllll|llsl 3-!1{LiLLlIIlI»IlI‘I5|
1. PCR-Zyklus ; : J
' et & a " 2 B 3
g} S_U..LL' SO ESARRL > §L.LJ_L.I..I.J.J..&J.J..L.'.1_..LJ. i

sl it 5 TR
3‘““?'“',1,‘..:”:5'. qbdl LTI LTIl g

807 8" 3 B : T 3
85 ¥ B 1 b s SRR R SR
* . : 5 5 3 3 B T ot o Eob i wht o o B
2 "LLLLL«UQ .-..nnn:u“il:m .1”?”"7!7";'"”'{?. '
: : 3! 5 3 T
2. PCR-Zyklus

Abb. 3.4: Phasen der PCR (aus [Krause G, Scherer G, Miller M, Wei3 T (2012) Grundlagen der
Polymerasekettenreaktion (PCR) [Biomonitoring Methods in German language, 2004]]. Mit freundlicher
Genehmigung des John Wiley & Sons Verlags)
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Mittel zur Quantifizierungdetektion der PCR-Produkte am Ende eines Laufes waren
Fluoreszenzsignale, die mithilfe des DNA-Farbstoffes SYBR® Green | zustande kamen.
Hierbei handelt es sich um einen mutagenen Cyanin-Farbstoff, der zum Nachweis von
doppelstrangiger DNA benutzt wird [527]. Eine sequenzunabhéngige Einlagerung des DNA-
Farbstoffes in die kleine Furche doppelstrangiger DNA (engl. minor groove binder) fuhrt zum
drastischen Anstieg seiner Fluoreszenz innerhalb bestimmter Wellenlangen (494 nm und 521
nm). Nach jedem PCR-Zyklus korreliert daher die Zunahme der gemessenen Fluoreszenz mit
der Zunahme der amplifizierten DNA-Menge. Es folgt die Denaturierung, Primerhybridisierung,
Elongation und Polymerisation der DNA (Abb. 3.5). Letztendlich bekommt das
Fluoreszenzsignal von jeder Probe einen bestimmten Ct-Wert (engl. Cycle Threshold)
zugeteilt, der sich aus der Anzahl der PCR-Zyklen pro PCR-Reaktion ergibt. Als passiver
Referenzfarbstoff wurde dem DNA-Farbstoff ROX zugesetzt [111,653].

Schritt 1: Einlagerung in die DNA

- @ O 0 o Wenn DNA-Farbstoff zu einer Probe hinzugefligt wird, lagert er

sich sofort in die doppelstrangige DNA ein und die Flucreszenz

steigt an.

Schritt 2: Denaturierung

= ) © Wahrend der Denaturierung wird der DNA-Farbstoff freigesetzt
hd und die Fluoreszenz wird vorlibergehend reduziert.
FORWARD
PRIVER ) Schritt 3: Primerhybridisierung und Elongation
o Primer werden angelagert, die DNA-Polymerase amplifiziert die
® ® |. DNA-Zielsequenz und das PCR-Endprodukt wird erzeugt.
@ -

REVERSE
PRIMER

| | | L Schritt 4: Abgeschlossene Polymerisation

_.._ _’_ _’_ _’_ o Der DNA-Farbstoff bindet an jede neu hergestellte

o @ o o o doppelstrédngige DNA und fihrt so zu einer Erhéhung des

Fluoreszenzsignals, das durch das gPCR-Gerat detektiert wird.

Abb. 3.5: Funktionsprinzip des DNA-Farbstoffes SYBR® Green | (modifiziert nach Figure 2-2, p.2-
5, Applied Biosystems Real-Time PCR Systems Reagent Guide, Thermo Fischer Scientific, 2010. Mit
freundlicher Genehmigung von Thermo Fisher Scientific GmbH)
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3.4.2 Durchfihrung

In beiden Experimenten wurde die DNA-Zielsequenz der gemessenen Proben nachgewiesen
und quantifiziert. Zuerst wurden die HaCaT- und dann die SCL-1-Zellen bearbeitet. Die Proben
wurden in einem RTPCR-Geréat vervielfaltigt, das einen Thermocycler (wie bei der
.Klassischen® PCR) mit einem Fluoreszenz-Analysator kombiniert (Abb. 3.7). Ein PCR-Lauf
bestand aus 40 PCR-Zyklen und hat ungefahr 90 min gedauert. Bei jedem Lauf wurde eine
96-Well-Platte eingesetzt, die zum Pipettieren durch eine Stitzbasis stabilisiert worden ist
(Abb. 3.6). Die Proben wurden als Doppelbestimmung auf die PCR-Platte pipettiert, so dass
es technische Quadruplikate in jedem PCR-Lauf gab. Als Vorbereitung wurde fir jede Probe
die passende cDNA-Menge (in pl) berechnet, die 1 pg cDNA enthielt. Fir die Verwendung der
Primer, mussten diese zunachst mit 1,1 ml Tris-EDTA (TE)-Puffer (10 mM Tris pH 8,0 und 1
nM EDTA) rekonstituiert werden. Nach Zwischenlagerung bei -18°C, wurden die vorab
aliquotierten Primer, die cDNA, SYBR® Green | und ROX bei Raumtemperatur aufgetaut. Pro
Well wurde ein Gesamtvolumen von 20 pl pipettiert. Dieses bestand aus 10 ul SYBR® Green
I, 2 ul ROX, 5 pl Primer und 3 pl cDNA-Wasser-Gemisch, bestehend aus dem cDNA-Anteil
der Probe und RNase-freiem Wasser. Abschlieiend wurde die 96-Well-Platte durch eine

spezielle Klebefolie versiegelt und flr 6 s bei 24°C zentrifugiert.

Klebefolie

— 96-Well-Platte

“|— stitzbasis

Abb. 3.6: Bestandteile einer 96-Well-Platte (modifiziert nach Applied Biosystems StepOne™ and
StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems Getting Started Guide for Standard 5 Curve Experiments,
Chapter 1, p.5, Thermo Fischer Scientific, 2010. Mit freundlicher Genehmigung von Thermo Fisher
Scientific GmbH)
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Abb. 3.7: StepOnePlus™ Real-Time PCR System von Applied Biosystems™ (nach StepOne™ and
StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems Product Brochure, Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, 2016. Mit freundlicher Genehmigung von Thermo Fisher Scientific GmbH)

54



Material und Methoden

Im ersten Experiment wurden mithilfe von Primern die Gene von AhR, CYP1A1, COX-2, VDR,
CYP24A1 untersucht (Abb. 3.8). GAPDH und B-Actin wurden als Housekeeping-Gene benutzt.
Pro PCR-Lauf wurden in die 96-Well-Platte nur Proben derselben Bedingung mit allen sechs
Ernte-Zeitpunkten pipettiert (z.B. BSA Oh HaCaT, BSA 6h HaCaT, BSA 12h HaCaT, BSA 18h
HaCaT, BSA 24h HaCaT). In den ersten 7 Wells wurde zuséatzlich fur jedes Gen eine
Negativkontrolle pipettiert, die 3 pl RNA freies Wasser anstelle des cDNA-Wasser-Gemisches

beinhaltete.
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Abb. 3.8: Pipettierschema im ersten Experiment. Die Wells Al bis A7 beinhalteten die
Negativkontrollen (1 Negativkontrolle pro gemessenem Gen). Jeder Ernte-Zeitpunkt (Oh, 6h, 12h, 18h,
24h) wurde in Doppelbestimmung in 14 nebeneinanderliegenden Wells mit den jeweils doppelt
gemessenen Genen analysiert.

Im zweiten Experiment wurden mithilfe von Primern die Gene von CYP1Al1, COX-2 und
CYP24A1 untersucht (Abb. 3.9 und 3.10). Als Housekeeping-Gene wurden auch hier GAPDH
und B-Actin eingesetzt. Identisch zum ersten Experiment wurde in den ersten 5 Wells fur jedes
Gen eine Negativkontrolle pipettiert, die 3 pl RNA freies Wasser anstelle des cDNA-Wasser-
Gemisches beinhaltete. Das Pipettierschema wurde aufgrund der limitierten Anzahl an Wells
pro PCR-Platte in zwei Varianten angelegt (A und B). In der ersten Variante wurden
unbestrahlte und in der zweiten bestrahlte Proben pipettiert. Auf3erdem wurden nur Proben

desselben Ernte-Zeitpunktes (entweder 6 oder 24h) auf eine 96-Well-Platte pipettiert:
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Pipettierschema A

1. EtOH (,BSA+Ethanol“)

A. EtOH + CH223191 (,+ AhR-A")

B. EtOH + 25(0OH)Ds (,+ VDR-I")

C. EtOH + CH223191 und 25(0OH)Ds (,+ AhR-A + VDR-I")
2. EtOH + 1,25(0OH)2Ds (,D3%)

A. EtOH + 1,25(0OH).D3 + CH223191 (,+ AhR-A")

B. EtOH + 1,25(0OH);Ds + 25(0H)Ds (,+ VDR-I")

C. EtOH + 1,25(0H),Ds + CH223191 und 25(0H)Ds (,+ AhR-A + VDR-I")
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Abb. 3.9: Pipettierschema A im zweiten Experiment. Die Wells Al bis A5 beinhalteten die
Negativkontrollen (1 Negativkontrolle pro gemessenem Gen).

Jede Bedingung wurde

in

Doppelbestimmung in 10 nebeneinanderliegenden Wells mit den jeweils doppelt gemessenen Genen

analysiert.
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Pipettierschema B

3. EtOH + UV-B (,UV-B)

A. EtOH + UV-B + CH223191 (,+ AhR-A¥)

B. EtOH + UV-B + 25(0OH)Ds (,+ VDR-I")

C. EtOH + UV-B + CH223191 und 25(0OH)Ds (,+ AhR-A + VDR-I")
4. EtOH + 1,25(0H).D3 (,D3 + UV-B¥)

A. EtOH + 1,25(0H).D; + CH223191 (,+ AhR-A")

B. EtOH + 1,25(0OH)2Ds + 25(0OH)Ds (,+ VDR-I")

C. EtOH + 1,25(0H),Ds + CH223191 und 25(0H)Ds (,+ AhR-A + VDR-I")
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Abb. 3.10: Pipettierschema B im zweiten Experiment. Die Wells Al bis A5 beinhalteten die
Negativkontrollen (1 Negativkontrolle pro gemessenem Gen). Jede Bedingung wurde in
Doppelbestimmung in 10 nebeneinanderliegenden Wells mit den jeweils doppelt gemessenen Genen
analysiert.
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Fir alle PCR-Laufe beider Experimente wurde genau dasselbe Reaktionsvolumen und
thermische Profil (die sog. Run Method) 40-mal zyklisch wiederholt (Abb. 3.11):

1. ,Holding Stage*:

e Step 1: 95°C fir 2 min

2. ,Cycling Stage™
e Step1:95°Cfur5s

e Step 2: 60°C fir 10 s

3. ,Melt Curve Stage*®:
o Step 1:95°Cfur15s
e Step 2: 60°C fur 1 min
o Step 3:95°Cfurl5s

e Step 4: 25°Cfur 15 s

Huolding Stage Cyrling Stage Melt Curve Stage
Number of Cycles: 40 (& (O continuous (@) Step and Hold
[] Enable AutaDelta
Starting Cycle
100 —|
95.0°C 950°C 950°C 950°C
L ——
02:00 100%  goos 00:15 0015
75 | 150% 00% 150% +0.3°C
60.0°C 60.0 °C
0% 0010 0100 190%
o]
25 25.0°C
0015
o]
step 1 Step 1 Gtep 2 Step 1 Step 2 Sten 3 Step 4

Abb. 3.11: Run Method: Das thermische Profil fir den RTqPCR-Geréatelauf. Die ,Holding stage®
bestand aus dem pre-PCR read und post-PCR read. Die ,Cycling Stage“ wurde 40-mal wiederholt und
bestand aus drei PCR-Phasen: der Denaturierung, der Primerhybridisierung und der Elongation. In der
,Melt Curve Stage“ konnten Hohepunkte in der Schmelzkurve die Schmelztemperatur des Targets
anzeigen oder eine unspezifische PCR-Amplifikation identifizieren.
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3.4.3 Der Ct-Wert

Der Ct-Wert (oder Crossing Point (CP-Wert)) ist eine theoretische Grol3e, die als Mal? fur die
Quantifizierung der DNA-Startmenge herangezogen wird. Er ist definiert als die Anzahl der
PCR-Zyklen, nach denen die Fluoreszenz zum ersten Mal die Hintergrund-Fluoreszenz
Ubersteigt. Dadurch kann die Menge der amplifizierten Probe als Kurve in einem Diagramm
dargestellt werden, in dem die Abszissenachse (x-Achse) die PCR-Zyklen und die
Ordinatenachse (y-Achse) die Fluoreszenz reprasentiert (Abb. 3.12). Der Wert, bei dem sich
die Fluoreszenz erstmalig vom Hintergrund abhebt und eine exponentielle Vermehrung des
PCR-Produkts zu sehen ist, wird als Schwellenwert (engl. threshold) bezeichnet. Folglich kann
man den PCR-Zyklus, bei dem diese Schwelle zum ersten Mal Uberschritten wird, als Ct-Wert

ablesen.

>

Fluoreszenz

Schwelle

PCR-Zyklen

Abb. 3.12: Ct-Werte im Kurvenverlauf (modifiziert nach [Kick U, Bunse A, Herausgeber (2005)
Praktikum der Molekulargenetik: mit 40 Tabellen, PCR-Analytik. Chapter 4, Abb. 4.4.1. Prinzip der Real-
Time-PCR. Springer, Berlin]. Mit freundlicher Genehmigung des Springer Verlags)
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An diesem Punkt ist die Menge der neusynthetisierten Amplifikationsprodukte aller
gemessenen Proben gleich. Je héher die DNA-Konzentration einer Probe am Anfang einer
PCR ist, desto schneller wird ein Fluoreszenzsignal detektiert (also nach einer geringeren
Anzahl an PCR-Zyklen). Je hoher folglich die DNA-Konzentration einer Probe ist, desto
niedriger ist auch der Ct-Wert dieser Probe. Dadurch kann man Proben mit derselben DNA-
Zielsequenz gut miteinander vergleichen und Schlisse dariiber ziehen, welche Probe anfangs
mehr DNA beinhaltet hat.

Wichtig anzumerken ist die Tatsache, dass eine Quantifizierung einer Probe nur in der
exponentiellen Phase der PCR mdglich ist, deren Anfangspunkt vom Ct-Wert gemessen wird.
In der Phase davor ist die Anfangsmenge an DNA zu gering und demnach eine Interaktion
zwischen Polymerase und Primer unwahrscheinlich. In der Phase danach ist die DNA-Menge
dagegen zu hoch, so dass es zu einer Hemmung und Zerstérung der Polymerase und der
Nukleotide kommt. Aus dem Kurvenverlauf kann demnach direkt abgelesen werden, in
welchem Bereich eine Quantifizierung der DNA tberhaupt moglich ist [281].

3.4.4 Relative Quantifizierung

Prinzip der relativen Quantifizierung in der RTQPCR ist die Genexpressionsanalyse der
gemessenen Probe im Verhdaltnis zu einer oder mehreren Referenzproben. Bei diesen
Referenzproben handelt es sich um sogenannte Housekeeping Gene (HKG) oder
Referenzgene (RG), die homogen und konstant exprimiert werden. Die nicht regulierten HKG
und deren RNA-Mengen werden in keiner Art und Weise von der Behandlung beeinflusst. Aus
dem Vergleich zwischen gemessener Probe und Referenzprobe entsteht dadurch eine
Normierung der Expressionsergebnisse [463]. Diese Normalisierung verringert die
Wahrscheinlichkeit, dass Verfalschungen in Expressionsergebnissen der gemessenen Gene
auftreten. Wirden namlich Stoérungsvariablen wie Gewebe- und Matrixeffekte,
unterschiedliche RNA-Extraktionseffizienzen oder Enzymfehler vorkommen, wirden sie das
Zielgen und das HKG gleichermal3en betreffen [444]. In den Experimenten wurden GAPDH

und B-Actin als Referenzgene eingesetzt [59].
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3.4.5 Die AACt-Methode

Zur Ermittlung und endgultigen Auswertung der relativen Expressionsunterschiede der
gemessenen Gene aus den unterschiedlich behandelten Zellen wurde die AACt-Methode
benutzt [333]. Um die relative Expression zu berechnen, wurde die Expression von
jedem Zielgen mit der Expression des Mittelwertes der beiden Referenzgene relativiert [482].
Zunachst wurde fir jedes gemessene Gen (Ziel- und Referenzgen) der Mittelwert aus den Ct-
Wert-Doppelbestimmungen berechnet. Anschlieend wurde die Differenz zwischen dem
errechneten Ct-Wert des Zielgens minus dem Ct-Wert des Referenzgens kalkuliert, was dem

sogenannten ACt-Wert entspricht.

ACt = Ct Zielgen — Ct Referenzgen

Im zweiten Schritt wurde die relative Expression des Zielgens (ACt Behandlung) auf die relative
Expression einer Kontrollprobe (ACt Kontrolle) bezogen. Die verwendete Kontrollprobe
variierte zwischen den beiden Experimenten. Im ersten Experiment entsprach die Kontrolle bei
jedem gemessenem Gen dem Oh-Erntezeitpunkt. Im zweiten Experiment wurde die EtOH-

Behandlung als Kontrolle benutzt. Letztlich resultierte daraus der sogenannte AACt-Wert.

AACt = ACt Behandlung - ACt Kontrolle

Das Endergebnis dieser Methode wird als n-fache Anderung (Ratio) der Zielgenexpression
normalisiert auf ein Referenzgen (ACt) und relativ zu einer Kontrollprobe (AACt) dargestellt.
Da fur die Kontrollprobe der AACt gleich Null ist (ACt Kontrolle - ACt Kontrolle = 0) und 2° gleich
1, wird die n-fache Anderung (Ratio) der Genexpression der Kontrollprobe (AACt) per
Definition gleich 1 sein. Fur die Zielproben wird mit der Ratio des AACt die n-fache Anderung
der Genexpression relativ zur Kontrollprobe (=1) angegeben. Aus der Ratio des AACt resultiert
der 224Ct.Wert,

Ratio = 244¢t
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3.4.6 Effizienz

Die oben beschriebene AACt - Methode setzt als Voraussetzung eine Verdopplung der DNA-
Menge pro PCR-Zyklus voraus. Es handelt sich um die sogenannte real-time PCR-Effizienz,
die optimalerweise zwei DNA-Verdopplungen pro PCR-Zyklus betragt. Da im Alltag aber so
etwas unrealistisch ist, schwankt die PCR-Effizienz von 1,5 bis 2,0. Durch geringste
Effizienzschwankungen von Zielgen zu Referenzgen kann es schon zu grof3en Unterschieden
in der Expression kommen. Daher wurden spezielle Berechnungsmodelle entwickelt, die die

unterschiedlichen Effizienzen der Zielgene und Referenzgene bericksichtigen.

In unseren Experimenten wurden nur relative mRNA-Amplifikationen zwischen den
unterschiedlichen Behandlungsbedingungen in zwei Zelllinien durchgefihrt. Bei jeder Zelllinie
und Bedingung wurden immer die gleichen Primer-Paare untersucht und verglichen. Letztlich
war das der Grund, weswegen in dieser Dissertation auf die Berechnung der PCR-Effizienz

verzichtet worden ist.

3.5 Statistische Analyse

Die Standardabweichung wurde fir die 2-22¢-Werte berechnet. Als Signifikanztest wurde der
Zweistichproben-t-Test fur unabhangige Stichproben verwendet. Dabei wurden die 2-44¢.-
Werte verglichen [510,594]. Die Irrtumswahrscheinlichkeit p wurde nach folgenden Werten

angegeben:

n.s. p>0.05 nicht signifikant
* p <0.05 signifikant
*k p < 0.005 stark signifikant
*okk p < 0.0005 hoch signifikant

Tab. 3.4: Irrtumswahrscheinlichkeit p
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3.6 Material
3.6.1 Gerate
Gerat Produktname, Hersteller
Stickstofftank Apollo® von Cryotherm®
Sterilbank HA 2448 GS von Heraeus LaminAir®

Lichtmikroskop

DM IL LED-Leica®

Warmeschrank/Inkubator (5%-CO,-begast)

Binder APT.line™ C150 (E2)

Pipett Controller

RF3000™ Li-lon Battery Pipet Controller von
Heathrow Scientific®

Einkanalpipette

VWR®
Performance Micro Starter Kit

Signature  Ergonomic  High-

Automatischer Zellz&hler in Pipettierformat

The Scepter™ Handheld Automated Cell

Counter

UV-B-Strahler

Crosslinker CL-1000M von Analytik Jena®
(Ultra-violet products Ltd)

Kihlschrank (4,5°C)

Gorenje®

Gefrierfach (-70°C)

Platinum 550 von Angelantoni®

Zentrifuge 1

Megafuge® 1.0R von Heraeus®

Zentrifuge 2

Z 216 MK von Hermle®

Spektrophotometer

Nano Vue von GE®

Wasserbad 1

U3 von Julabo®

Wasserbad 2

118A-E von Huber®

Heizblock

QBD2 von Grant®

Gefrierschrank (-18°C)

GS 3002 von Liebherr®

Realtime-gPCR-Gerét

StepOnePlus™ Real-Time PCR System von
Applied Biosystems™

96-Well-Platte

MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction
Plate (0.1 mL) von Applied Biosystems™

Tab. 3.5: Verwendete Geréate
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3.6.2 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Produktname, Hersteller

Kryoréhrchen

Cryotube von Sarstedt®

Petrischalen

100 x 20 mm von Greiner Bio-One®

Serologische Pipette

Corning® Costar® Stripette®

Falcon

15 ml und 50 ml von Greiner Bio-One®

Spitzen mit Filter (Einkanalpipette)

Biosphere® Filter Tips von Sarstedt®

Reagiergefaf

1,5ml von Sarstedt®

Spitzen (automatischer Zellzahler

Pipettierformat)

60 pum von Scepter™ Sensors

Sterilfilter

Steritop® 45mm Neck Size von Millipore
Express®

Laborflasche

500ml von Schott Duran®

Pasteurpipette

Hirschmann®

Schaber

disposable Cell Scraper von Greiner Bio-One®

RNeasy Mini Kit (MRNA - Isolierungskit 1)

RNeasy Mini Kit (250) von Qiagen®

RNeasy Mini Spin Column

Qiagen®

Sammelrohrchen

Collection Tubes (1.5 ml) von Qiagen®

QIAshredder (mRNA - Isolierungskit 2)

QIAshredder (250) von Qiagen®

QIAshredder Mini Spin Column Qiagen®
_ _ VWR® Signature Ergonomic High-
Einkanalpipette , _
Performance Micro Starter Kit
_ MicroAmp™ Optical Adhesive Film von Applied
Klebefolie _
Biosystems™
_ MicroAmp™ 96-Well Support Base von Applied
Stitzbasis

Biosystems™

Reagiergefal (cDNA)

1,5 ml von Sarstedt®

Tab. 3.6: Verwendetes Verbrauchsmaterial
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3.6.3 Substanzen

Verwendete Substanzen

Hersteller (CAS-Nummer)

DMEM-Medium

500 ml von Gibco®

RPMI-Medium 1640

500 ml von Gibco®

1% L-Glutamin

200 mM von Thermo Scientific™

10% FCS

Fotales Kalberserum von Gibco™

PBS-Puffer (pH 7,2-7,4)

Apotheke der Universitatskliniken des

Saarlandes

0,25% Trypsin-EDTA

100 ml von Gibco®

BSA

Sigma Aldrich® (9048-46-8)

Ethanol absolute for analysis

Merck® (64-17-5)

1,25(0OH)2Ds (Calcitriol)

Sigma Aldrich® (32222-06-3)

CH223191 (AhR-Antagonist)

5 mg von Sigma Aldrich® (301326-22-7)

25(OH)Ds (VDR-Inhibitor)

1 mg von Sigma Aldrich® (19356-17-3)

DMSO-L6sung

Merck® (67-68-5)

RLT-Buffer Buffer RLT von Qiagen®
RW1-Buffer Buffer RW1 von Qiagen®
RPE-Buffer Buffer RPE (concentrate) von Qiagen®

RNase-freies Wasser

RNase-Free Water von Qiagen®

RQ1 RNase-Free DNase

(DNase) von Promega®

RQ1 RNase-Free DNase Reaction Buffer

(400mM Tris-HCI, 200mM MgS0O4, 10mM
CacCl2) von Promega®

Mercaptoethanol

100ml von Sigma Aldrich® (60-24-2)

destilliertes Wasser

Sigma Aldrich® (7732-18-5)

cDNA-Umschreibungskit

Omniscript® RT Kit (200) von Qiagen®

Omniscript RT

Omniscript® Reverse Transcriptase von
Qiagen®

RT-Puffer

Buffer RT von Qiagen®

dNTP

dNTP Mix (5 mM) von Qiagen®

Random Primer

Random Primers (500 ug/ml) von

Promega®
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RNase Inhibitor

RNasin® Ribonuclease Inhibitor (40 units/ul)

von Promega®

PCR-Kit

QuantiNova® SYBR® Green PCR Kit von
Qiagen®

SYBR® Green | (DNA-Farbstoff)

1.7 ml 2x QuantiNova® SYBR® Green PCR
Master Mix von Qiagen®
(enth@lt:QuantiNova® DNA  Polymerase,
QuantiNova® SYBR® Green PCR Buffer,
dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP))
(163795-75-3)

ROX (Passiver Referenzfarbstoff)

1 ml QN ROX™ Reference Dye von Qiagen®

RNase-freies Wasser

1,9 ml RNase-Free Water von Qiagen®

Primer AhR

QuantiTect® Primer Assay (QT00031437) von
Qiagen®

Primer CYP1Al1

QuantiTect® Primer Assay (QT00012341) von
Qiagen®

Primer PTGS2 (COX-2)

QuantiTect® Primer Assay (QT00040586) von
Qiagen®

QuantiTect® Primer Assay (QT01010170) von

Primer VDR _
Qiagen®
_ QuantiTect® Primer Assay (QT00015428) von
Primer CYP24A1 ]
Qiagen®
_ QuantiTect® Primer Assay (QT00079247) von
Primer GAPDH

Qiagen®

Primer ACTIN-

QuantiTect® Primer Assay (QT00095431) von
Qiagen®

TE-Puffer

10 mM Tris pH 8,0 und 1 nM EDTA

Tab. 3.7: Verwendete Substanzen
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3.6.4 Datenbanken und Computerprogramme

Bearbeitungsart Programm/Website
Rechner Microsoft® Windows® XP
Real Time gPCR StepOnePlus™ Software v2.3
Statistische Auswertung Microsoft® Excel® fir Microsoft 365 MSO (64-Bit)
Graphische Darstellung Microsoft® Excel® fur Microsoft 365 MSO (64-Bit)
Textverarbeitung Microsoft® Word fur Microsoft 365 MSO (64-Bit)
Prasentation Microsoft® PowerPoint® fir Microsoft 365 MSO (64-Bit)
Literaturrecherche PubMed® (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/)
Suchmaschine Google® (www.google.de)

Tab. 3.8: Verwendete Datenbanken und Computerprogramme

67



Ergebnisse

4 Ergebnisse

In den letzten Jahren konnten sowohl fur klassische als auch fir nicht-klassische Vitamin D3
Derivate neue biologische Wirkungen identifiziert werden, die nicht tUber Bindung und
Aktivierung des VDR, sondern des AhR und anderer alternativen Rezeptoren vermittelt
werden [533]. Diese neuen wissenschaftliche Erkenntnisse sprechen fir eine funktionelle
Interaktion zwischen AhR- und VDR-Signalwegen in verschiedenen menschlichen Geweben,
darunter CD4* T-Zellen, oralen (OKF6/TERT-2-Zellen) und epidermalen (NHEK- und HaCaT-
Zellen) Keratinozyten, Brustkrebszellen (MCF-7-Zellen) und Makrophagen (THP-1-Zellen)
[321,356,357,556]. Bestimmte Zielgene dieser Signalwege, darunter CYP1Al (klassisches
AhR-Zielgen), COX-2 (nicht-klassisches AhR-Zielgen) und CYP24Al1 (VDR-Zielgen),
begunstigen die Entstehung von Hautkrebs und kdnnen deswegen als potentielle Onkogene
angesehen werden [12,18,183,301,330]. Von besonderem Interesse ist die funktionelle
Interaktion fir die Photokarzinogenese von hellem Hautkrebs, bei der die UV-Strahlung neben
der Hautkrebs-induzierenden Wirkung Uber die Stimulation der Vitamin D Synthese auch vor

Hautkrebs schiitzende Mechanismen ausubt.

Allerdings fehlen bislang Studien, die die Interaktionen im komplexen Netzwerk der AhR- und
VDR-Signalwege gezielt wahrend der Photokarzinogenese von hellem Hautkrebs
untersuchen. Um hier erste Einblicke zu gewinnen, wurden in der vorliegenden Arbeit die
Auswirkungen der Stimulation von zwei Keratinozyten-Zelllinien, die unterschiedliche Stadien
der Photokarzinogenese reprasentieren (spontan immortalisierte prakanzerése HaCaT-
Keratinozyten und maligne cSCC-Zellen der Zelllinie SCL-1) mit UV-B oder 1,25(0OH).D3 auf
die Expression von Komponenten der AhR- und VDR-Signalwege verglichen. Dadurch sollte
u.a. auch die Frage untersucht werden, inwieweit die Effekte der UV-Strahlung auf die UV-B-
induzierte Bildung von 1,25(0OH).Ds zurtickgefuhrt werden kénnen.

4.1 Expression von Genen der AhR- und VDR-Signalwege in

unbehandelten HaCaT- und SCL-1-Zellen

Die Expression von Kernelementen des AhR- und VDR-Signalweges wurde in unbehandelten
prdkanzerosen (HaCaT) wund malignen (SCL-1) Keratinozyten gemessen. In
Balkendiagrammen wurden die Stunden-Ergebnisse und die insgesamte Genexpression
aufgefuhrt, um Schwankungen durch die Zellkultur-Bedingungen und Unterschiede zwischen

den Zelllinien erfassen zu konnen.
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4.1.1 Die Expression von AhR und CYP1AL1l ist in unbehandelten HaCaT-Zellen
starker als in SCL-1-Zellen

In prakanzertsen HaCaT-Keratinozyten wurde die Expression von klassischen Komponenten
des AhR-Signalweges (AhR und CYP1Al) insgesamt 13,15-fach (p < 0,005; fur AhR) und
34,43-mal (p = 0,07; fur CYP1Al) starker exprimiert als in malignen SCL-1-Zellen (Abb. 4.1
und 4.2). Somit ist die Aktivitdt des klassischen AhR-Signalweges in SCC-Vorstufen starker
als im SCC selbst.

mHaCaT 0SCL-1 £ k%
= ¥ ~
S " 3) 1
? L S
g T 401
a 3 >
hn _5 35 4
< *hk »
o 30 4
& 2 % o
£ g 251
n: Kk Lu
= 20 4
< <
3 j ' i % o]
E 10 r
) |—L| | I_LI |—L| | x
o T
0 4 . . . . \ 5
0 6 12 18 24 = o ,—I—|
Zeit (h) HaCaT SCL-1

Abb. 4.1: AhR-Expression in unbehandelten HaCaT- und SCL-1-Zellen (RTgPCR). Die Zellen
wurden mit 1% BSA-Nahrmedium behandelt und in 6h Intervallen Gber 24h geerntet (A). Die relative
MRNA-Expression wurde mittels RTgPCR relativ zum Mittelwert von GAPDH und -Actin gemessen
und mit der 2-44Ct Methode dargestellt. Die AUC von HaCaT- und SCL-1-Zellen wurde aus den jeweiligen
Zeitkurven berechnet (B). Die Werte stellen die Mittelwerte + SD von doppelten Versuchen dar. Die
Experimente wurden dreimal mit &hnlichen Ergebnissen wiederholt. Alle p-Werte sind relativ zu HaCaT
Oh.(*=p=<0,05 ** =p=<0,005, ** =p<0,0005)
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Abb. 4.2: CYP1A1l-Expression in unbehandelten HaCaT- und SCL-1-Zellen (RTgPCR). Die Zellen
wurden mit 1% BSA-Nahrmedium behandelt und in 6h Intervallen tiber 24h geerntet (A). Die relative
MRNA-Expression wurde mittels RTqPCR relativ zum Mittelwert von GAPDH und 3-Actin gemessen
und mit der 2-24Ct Methode dargestellt. Die AUC von HaCaT- und SCL-1-Zellen wurde aus den jeweiligen
Zeitkurven berechnet (B). Die Werte stellen die Mittelwerte £ SD von doppelten Versuchen dar. Die
Experimente wurden dreimal mit &hnlichen Ergebnissen wiederholt. Alle p-Werte sind relativ zu HaCaT
Oh.(*=p=<0,05 ** =p=0,005, ** =p=<0,0005)
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4.1.2 Die Expression von COX-2, VDR und CYP24Al ist in unbehandelten SCL-
1-Zellen starker als in HaCaT-Zellen

Im Gegensatz zu den HaCaT-Keratinozyten wurde in malignen SCL-1-Zellen ein nicht-
klassisches Element des AhR-Signalweges (COX-2) insgesamt 2,92-mal (p = 0,26) und
Komponenten des VDR-Sighalweges (VDR und CYP24A1) 5,62-mal (p = 0,09; fir VDR) bzw.
68,29-mal (p = 0,5; fir CYP24A1) starker hochreguliert als in HaCaT-Zellen (Abb. 4.3, 4.4 und
4.5). Der VDR-Signalweg ist somit im SCC stérker exprimiert als in seinen Vorstufen.
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Abb. 4.3: COX-2-Expression in unbehandelten HaCaT- und SCL-1-Zellen (RTqPCR). Die Zellen
wurden mit 1% BSA-Nahrmedium behandelt und in 6h Intervallen Gber 24h geerntet (A). Die relative
MRNA-Expression wurde mittels RTqQPCR relativ zum Mittelwert von GAPDH und B-Actin gemessen und
mit der 2-24Ct Methode dargestellt. Die AUC von HaCaT- und SCL-1-Zellen wurde aus den jeweiligen
Zeitkurven berechnet (B). Die Werte stellen die Mittelwerte £+ SD von doppelten Versuchen dar. Die
Experimente wurden dreimal mit &hnlichen Ergebnissen wiederholt. Alle p-Werte sind relativ zu HaCaT
Oh.(*=p<0,05,** =p<0,005, **=p<0,0005)
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Abb. 4.4: VDR-Expression in unbehandelten HaCaT- und SCL-1-Zellen (RTqPCR). Die Zellen
wurden mit 1% BSA-N&hrmedium behandelt und in 6h Intervallen Uber 24h geerntet (A). Die relative
MRNA-Expression wurde mittels RTqQPCR relativ zum Mittelwert von GAPDH und 3-Actin gemessen und
mit der 2-AACt Methode dargestellt. Die AUC von HaCaT- und SCL-1-Zellen wurde aus den jeweiligen
Zeitkurven berechnet (B). Die Werte stellen die Mittelwerte £+ SD von doppelten Versuchen dar. Die
Experimente wurden dreimal mit &hnlichen Ergebnissen wiederholt. Alle p-Werte sind relativ zu HaCaT
Oh.(*=p=<0,05 * =p=0,005, ** =p =< 0,0005)
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Abb. 4.5: CYP24A1-Expression in unbehandelten HaCaT- und SCL-1-Zellen (RTgPCR). Die Zellen
wurden mit 1% BSA-Nahrmedium behandelt und in 6h Intervallen tber 24h geerntet (A). Die relative
MRNA-Expression wurde mittels RTqQPCR relativ zum Mittelwert von GAPDH und -Actin gemessen
und mit der 2-AACt Methode dargestellt. Die AUC von HaCaT- und SCL-1-Zellen wurde aus den
jeweiligen Zeitkurven berechnet (B). Die Werte stellen die Mittelwerte + SD von doppelten Versuchen
dar. Die Experimente wurden dreimal mit ahnlichen Ergebnissen wiederholt. Alle p-Werte sind relativ
zu HaCaT O h. (*=p £0,05, ** =p <0,005, *** = p < 0,0005)

4.1.3 Fazit: Genexpression von Elementen des AhR- und VDR-Signalweges in

unbehandelten HaCaT- und SCL-1-Zellen

Gene, die fur wichtige Elemente Vitamin Ds-abh&ngiger Signalwege kodieren, wurden in
Keratinozyten verschiedener Stadien der Hautkarzinogenese unterschiedlich reguliert.
Klassische Komponenten des AhR-Signalweges (AhR und CYP1A1) wurden in pramalignen
HaCaT-Keratinozyten und nicht-klassische AhR- (COX-2) als auch elementare VDR-
Komponenten (VDR und CYP24A1) in malignen SCL-1-Keratinozyten starker exprimiert.

4.2 Untersuchungen zum Einfluss der Zugabe von EtOH zum

Kulturmedium auf die Genexpression in HaCaT- und SCL-1-Zellen

Bei allen unseren Zellkulturexperimenten wurde 1% BSA-Nahrmedium eingesetzt. Da EtOH
(1:21000 Verdinnung) als Ldsungsmittel fur 1,25(0OH).Ds bendtigt wurde, haben wir, um
mdogliche EtOH-vermittelte Storeffekte auszuschlieRen, zunéchst in einem Vorversuch
Ergebnisse der Behandlung mit 1% BSA-N&hrmedium und 1% BSA+EtOH-N&hrmedium
verglichen. Um den EtOH-Einfluss auch unter UV-B-Bestrahlung zu untersuchen, wurden die
Versuche einmal unter Abwesenheit und einmal unter Anwesenheit von UV-B durchgefihrt.
Wir zeigen dass es keinen wesentlichen Unterschied zwischen den Genexpressionstendenzen
der Behandlungsbedingungen gibt. Daraus resultiert, dass EtOH in bestrahlten und

unbestrahlten Zellen keine zusatzlichen Effekte herbeifuhrt.
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4.2.1 EtOH zeigt keine zuséatzlichen Effekte in HaCaT-Zellen

Die AhR-Expression war beim Zeitverlauf von 1% BSA- und 1% BSA+EtOH-behandelten
Zellen vergleichbar (Abb. 4.6). Es fand sich zu Beginn der Kultivierung ein Anstieg (1% BSA:
6h: 2,09-fach, p < 0,05; 1% BSA+EtOH: 6h: 1,64-fach, p < 0,05), im Verlauf ein Abfall (1%
BSA: 12h: 1,57-fach, p < 0,005, 18h: 1,21-fach, p= 0,24; 1% BSA+EtOH: 12h: 1,36-fach, p <
0,05, 18h: 1,08-fach, p = 0,72) und wieder ein Anstieg (1% BSA: 24h: 2-fach; p = 0,08; 1%
BSA+EtOH: 24h: 1,27-fach; p = 0,28) der Expression. Auch nach UV-B-Bestrahlung war die
Expression in beiden Behandlungsgruppen ahnlich, aber wurde kaum reguliert (Daten im
Anhang, Kapitel 10) (Ausnahme: 1% BSA+UV-B: 12h: 4-fache Induktion, p < 0,05; 1%

BSA+EtOH+UV-B: 12h: 1,78-fache Induktion, p < 0,005) (Abb

AhR mRNA (HaCaT)

== 1% BSA
—e— 1% BSA + EtOH

Relative Expression

AhR mRNA (HaCaT)

12 -

10

== 1% BSA + UV-B

—— 1% BSA + EtOH
+ UV-B

Relative Expression
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Abb. 4.6: EtOH-Effekt auf die
AhR-Expression in unbestrahlten
HaCaT-Zellen (RTqPCR). Die
Zellen wurden mit 1% BSA und 1%
BSA+EtOH behandelt und in 6h-
Intervallen Gber 24h geerntet. Die
relative  mRNA-Expression wurde
mittels RTQPCR relativ  zum
Mittelwert von GAPDH und B-Actin
gemessen und mit der 2%
Methode dargestellt. Die 1% BSA-
behandelten Zellen wurden als
Kontrolle verwendet. Die Werte
stellen die Mittelwerte + SD von
doppelten Versuchen dar. Die
Experimente wurden dreimal mit
ahnlichen Ergebnissen wiederholt.

Abb. 4.7: EtOH-Effekt auf die
AhR-Expression in bestrahlten
HaCaT-Zellen (RTqPCR). Die
Zellen wurden mit 1% BSA+UV-B
und 1% BSA+EtOH+UV-B
behandelt und in 6h-Intervallen tber
24h geerntet. Die relative mRNA-
Expression wurde mittels RTqPCR
relativ zum Mittelwert von GAPDH
und B-Actin gemessen und mit der 2
ACt Methode dargestellt. Die 1%
BSA+UV-B-behandelten Zellen
wurden als Kontrolle verwendet. Die
Werte stellen die Mittelwerte = SD
von doppelten Versuchen dar. Die
Experimente wurden dreimal mit
ahnlichen Ergebnissen wiederholt.
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Der Zeitverlauf der CYP1Al-Expression in 1% BSA- und 1% BSA+EtOH-behandelten Zellen
war identisch (Abb. 4.8). Zunachst kam es zum Anstieg (1% BSA: 6h: 2,34-fach, p < 0,05, 12h:
3,68-fach, p = 0,09; 1% BSA+EtOH: 6h: 1,88-fach, p < 0,0005) (Ausnahme: 1% BSA+EtOH:
12h: 1,79-fach, p = 0,07) und dann zum Abfall (1% BSA: 18h: 2,83-fach, p = 0,09, 24h: 1,93-
fach, p =< 0,05; 1% BSA+EtOH: 18h: 1,82-fach, p = 0,11, 24h: 1,52-fach, p < 0,05) der
Expression. Die Bestrahlung der Zellen mit UV-B fiihrte zu &hnlichen Ergebnissen (1%
BSA+UV-B: 6h: 2,47-fach, p < 0,05, 12h: 3,03-fach, p = 0,12, 18h: 2,51-fach, p = 0,06, 24h:
1,71-fach, p = 0,11; 1% BSA+EtOH+UV-B: 6h: 4,60-fach, p < 0,05, 12h: 3,56-fach, p = 0,056,
18h: 4,53-fach, p = 0,06, 24h: 3,11-fach, p < 0,0005) (Abb. 4.9).

Abb. 4.8: EtOH-Effekt auf die
CYP1A1 mRNA (HaCaT) CYP1A1-Expression in
unbestrahlten HaCaT-Zellen
(RTgPCR). Die Zellen wurden mit
1% BSA und 1% BSA+EtOH
behandelt und in 6h-Intervallen tuber
24h geerntet. Die relative mRNA-
Expression wurde mittels RTqPCR
relativ zum Mittelwert von GAPDH
=<0= 1% BSA und B-Actin gemessen und mit der 2°
—e— 1% BSA + EtOH aCt Methode dargestellt. Die 1%
BSA-behandelten Zellen wurden als
Kontrolle verwendet. Die Werte
stellen die Mittelwerte £+ SD von
doppelten Versuchen dar. Die
Experimente wurden dreimal mit
Zeit (h) ahnlichen Ergebnissen wiederholt.
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Abb. 4.9: EtOH-Effekt auf die
CYP1A1 mRNA (HaCaT) CYP1A1-Expression in
bestrahlten HaCaT-Zellen
14 4 (RTgPCR). Die Zellen wurden mit
12 4 1% BSA+UV-B und 1%
BSA+EtOH+UV-B behandelt und in
10 A 6h-Intervallen Uber 24h geerntet.
Die relative mRNA-Expression
-O= 1% BSA + UV-B wurde mittels RTgPCR relativ zum
Mittelwert von GAPDH und B-Actin
1%, BSA + EtOH gemessen und mit der 2
+UV-B Methode dargestellt. Die 1%
BSA+UV-B-behandelten Zellen
wurden als Kontrolle verwendet. Die
Werte stellen die Mittelwerte £ SD
von doppelten Versuchen dar. Die
Experimente wurden dreimal mit
ahnlichen Ergebnissen wiederholt.

Relative Expression
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Die mRNA-Expression von COX-2 zeigte einen vergleichbaren Zeitverlauf in unbestrahlten

und bestrahlten Keratinozyten (Abb. 4.10 und 4.11). Es fand sich anfangs ein Anstieg (1%
BSA: 6h: 6,33-fach, p < 0,05; 1% BSA+EtOH: 6h: 2,62-fach, p < 0,005) (1% BSA+UV-B: 6:
5,08-fach, p < 0,005; 1% BSA+EtOH: 6h: 5,42-fach, p < 0,05), gefolgt von einem Abfall (1%
BSA: 12h: 2,30-fach, p < 0,05, 18h: 1,45-fach, p = 0,1, 24h: 1,34-fach, p = 0,17; 1%
BSA+EtOH: 12h: 1,59-fach, p = 0,14, 18h: 1,11-fach, p = 0,61, 24h: 0,91-fach, p = 0,37) (1%
BSA+UV-B: 12h: 5,01-fach, p = 0,06, 18h: 2,09-fach, p < 0,05, 24h: 1,18-fach, p = 0,46; 1%
BSA+EtOH+UV-B: 12h: 3,02-fach, p = 0,06, 18h: 2,83,-fach, p < 0,05, 24h -Wert: 1,40-fach, p

< 0,0005) der Expression. Damit konnten wir keine EtOH-bedingte Verfalschung in unseren

Ergebnissen feststellen.
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Abb. 4.10: EtOH-Effekt auf die
COX-2-Expression in
unbestrahlten HaCaT-Zellen
(RTgPCR). Die Zellen wurden mit
1% BSA und 1% BSA+EtOH
behandelt und in 6h-Intervallen
Uber 24h geerntet. Die relative
mRNA-Expression wurde mittels
RTgPCR relativ zum Mittelwert von
GAPDH und B-Actin gemessen und
mit der 224Ct Methode dargestellt.
Die 1% BSA-behandelten Zellen
wurden als Kontrolle verwendet.
Die Werte stellen die Mittelwerte +
SD von doppelten Versuchen dar.
Die Experimente wurden dreimal
mit ahnlichen Ergebnissen
wiederholt.

Abb. 4.11: EtOH-Effekt auf die
COX-2-Expression in bestrahlten
HaCaT-Zellen (RTqPCR). Die
Zellen wurden mit 1% BSA+UV-B
und 1% BSA+EtOH+UV-B
behandelt und in 6h-Intervallen
Uber 24h geerntet. Die relative
mRNA-Expression wurde mittels
RTgPCR relativ zum Mittelwert von
GAPDH und B-Actin gemessen und
mit der 22Ct Methode dargestellt.
Die 1% BSA+UV-B-behandelten
Zellen wurden als Kontrolle
verwendet. Die Werte stellen die
Mittelwerte + SD von doppelten
Versuchen dar. Die Experimente
wurden dreimal mit &hnlichen
Ergebnissen wiederholt.
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Der Zeitverlauf der VDR-mRNA-Expression war in unbestrahlten (Behandlung mit 1% BSA-
und 1% BSA+EtOH) und bestrahlten (Behandlung mit 1% BSA+UV-B und 1%
BSA+EtOH+UV-B) Zellen gleichartig (Abb. 4.12 und 4.13). So kam es anfangs zum Abfall (1%
BSA 6h: auf 88,4%, p = 0,29; 1% BSA+EtOH 6h: auf 92,3%, p = 0,49) (1% BSA+UV-B 6h:
64,7%, p < 0,05; 1% BSA+EtOH+UV-B 6h: 70,9%, p < 0,05) und spater zum Anstieg (1% BSA:
12h: 1,42-fach, p = 0,06, 18h: 1,76-fach, p < 0,05, 24h: 1,99-fach, p < 0,05; 1% BSA+EtOH:
12h: 1,49-fach, p < 0,05, 18h: 2,03-fach, p < 0,05) (1% BSA+UV-B: 12h: 1,69-fach, p < 0,05,
18h: 1,85-fach, p = 0,08, 24h: 1,85-fach, p = 0,2; 1% BSA+EtOH+UV-B: 12h: 1,88-fach, p <
0,005, 18h: 2,03-fach, p < 0,005, 24h: 2,06-fach, p < 0,05) (Ausnahme: 1% BSA+EtOH: 24h:
1,98-fach, p < 0,005) der VDR-Expression. Es gab keine Hinweise auf einen verfélschenden
Effekt durch EtOH.

Abb. 4.12: EtOH-Effekt auf die

VDR mRNA (HaCaT) VDR-Expression in

unbestrahlten HaCaT-Zellen

41 (RTgPCR). Die Zellen wurden mit
35 4 1% BSA und 1% BSA+EtOH

behandelt und in 6h-Intervallen

c

o
2 3 Uber 24h geerntet. Die relative
g 2,5 1 mRNA-Expression wurde mittels
5 9 RTQPCR relativ zum Mittelwert
o 15 =-<0= 1% BSA von GAPDH und B-Actin
g7 —e— 1% BSA + EtOH gemessen und mit der 2%¢
g 11 Methode dargestellt. Die 1% BSA-
05 1 behandelten Zellen wurden als
Kontrolle verwendet. Die Werte
0 T T T T ! stellen die Mittelwerte + SD von

) doppelten Versuchen dar. Die
Zeit (h) Experimente wurden dreimal mit
ahnlichen Ergebnissen wiederholt.

Abb. 4.13: EtOH-Effekt auf die

VDR mRNA (HaCaT) VDR-Expression in bestrahlten

HaCaT-Zellen (RTqPCR). Die

4 4 Zellen wurden mit 1% BSA+UV-B

35 - und 1% BSA+EtOH+UV-B

g 3 ] behandelt und in 6h-Intervallen
g Uber 24h geerntet. Die relative
© 25 mMRNA-Expression wurde mittels
u%‘ 2 -= 1% BSA + UV-B RTgPCR relativ zum Mittelwert von
© GAPDH und B-Actin gemessen
% 1.5 1 —e— 1% BSA + EtOH und mit der 2%¢ Methode
2 11 + UV-B dargestellt. Die 1% BSA+UV-B-
x 05 behandelten Zellen wurden als
' Kontrolle verwendet. Die Werte

0 T T T T 1 stellen die Mittelwerte £ SD von

doppelten Versuchen dar. Die
Zeit (h) Experimente wurden dreimal mit
ahnlichen Ergebnissen wiederholt.
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Die CYP24A1-mRNA-Expression war beim Zeitverlauf von 1% BSA- und 1% BSA+EtOH-
behandelten Zellen vergleichbar (Abb. 4.14). Zu Beginn fand sich ein Anstieg (1% BSA: 6h:
2,37-fach, p < 0,05; 1% BSA+EtOH: 6h: 1,95-fach, p = 0,09), im Verlauf ein Abfall (1% BSA
12h:; auf 87,8%, p = 0,27; 1% BSA+EtOH: 12h: auf 92,2%, p = 0,4) und dann ein weiterer
Anstieg (1% BSA: 18h: 1,23-fach, p = 0,27, 24h: 2,79-fach, p = 0,07; 1% BSA+EtOH: 18h:
2,19-fach, p < 0,0005) (Ausnahme: 1% BSA+EtOH: 24h: 1,53-fach, p < 0,005) der Expression.
Nach UV-B-Bestrahlung zeigten sich kaum Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen
(1% BSA+UV-B: 6h: 1,29-fach, p= 0,11, 12h: 1,48-fach, p < 0,05, 18h: 1,09-fach, p = 0,6, 24h:
1,08-fach, p = 0,79; 1% BSA+EtOH+UV-B: 6h: 1,45-fach, p = 0,24, 12h: 1,33-fach, p = 0,09,
18h: 1,42-fach, p < 0,05, 24h: 0,99-fach, p = 0,96) (Abb. 4.15). Hinweise auf EtOH-vermittelte

Effekte konnten hier nicht beobachtet werden.
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Abb. 4.14: EtOH-Effekt auf die
CYP24A1-Expression in
unbestrahlten HaCaT-Zellen
(RTgPCR). Die Zellen wurden mit
1% BSA und 1% BSA+EtOH
behandelt und in 6h-Intervallen
Uber 24h geerntet. Die relative
mRNA-Expression wurde mittels
RTgPCR relativ zum Mittelwert von
GAPDH und B-Actin gemessen und
mit der 22¢ Methode dargestellt.
Die 1% BSA-behandelten Zellen
wurden als Kontrolle verwendet.
Die Werte stellen die Mittelwerte +
SD von doppelten Versuchen dar.
Die Experimente wurden dreimal
mit ahnlichen Ergebnissen
wiederholt.

Abb. 4.15: EtOH-Effekt auf die
CYP24A1-Expression in
bestrahlten HaCaT-Zellen
(RTgPCR). Die Zellen wurden mit
1% BSA+UV-B und 1%
BSA+EtOH+UV-B behandelt und in
6h-Intervallen Uber 24h geerntet.
Die relative mRNA-Expression
wurde mittels RTgPCR relativ zum
Mittelwert von GAPDH und B-Actin
gemessen und mit der 244Ct
Methode dargestellt. Die 1%
BSA+UV-B-behandelten Zellen
wurden als Kontrolle verwendet. Die
Werte stellen die Mittelwerte = SD
von doppelten Versuchen dar. Die
Experimente wurden dreimal mit
ahnlichen Ergebnissen wiederholt.
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4.2.2 EtOH zeigt keine zuséatzlichen Effekte in SCL-1-Zellen

In SCL-1-Zellen &hnelte die AhR-Expression vom Zeitverlauf her zwischen den unterschiedlich
behandelten Keratinozyten (1% BSA und 1% BSA+EtOH; 1% BSA+UV-B und 1%
BSA+EtOH+UV-B) (Abb. 4.16 und 4.17). Zuerst kam es zum Anstieg (1% BSA: 6h: 1,42-fach,
p < 0,005; 1% BSA+EtOH: 6h: 1,63-fach, p < 0,05) (1% BSA+UV-B: 6h: 2,62-fach, p = 0,07,
1% BSA+EtOH+UV-B: 6h: 1,71-fach, p < 0,05), danach zum Abfall (1% BSA: 12h: auf 83%,
p =0,79; 1% BSA+EtOH: 12h: 1,24-fach, p = 0,07) (1% BSA+EtOH+UV-B: 12h: 1,47-fach, p
< 0,005) (Ausnahme: 1% BSA+UV-B: 12h: 2,68-fach, p = 0,19) und letztendlich wieder zum
Anstieg (1% BSA: 18h: 1,09-fach, p = 0,41, 24h: 1,53-fach, p < 0,05; 1% BSA+EtOH: 18h:
1,51-fach, p = 0,09, 24h: 1,99-fach, p < 0,05) (1% BSA+UV-B: 18h: 3,48-fach, p = 0,13, 24h:
3,84-fach, p = 0,07; 1% BSA+EtOH+UV-B: 18h: 1,79-fach, p < 0,005, 24h: 2,39-fach, p <
0,0005) der Expression. Es gab keine Hinweise auf zusatzliche, EtOH-bedingte Effekte.

Abb. 4.16: EtOH-Effekt auf die

AhR mRNA (SCL-‘]) AhR-Expression in

unbestrahlten SCL-1-Zellen

3,5 1 (RTgPCR). Die Zellen wurden mit
3 4 1% BSA und 1% BSA+EtOH

behandelt und in 6h-Intervallen
Uber 24h geerntet. Die relative
MRNA-Expression wurde mittels
RTgPCR relativ zum Mittelwert von

Relative Expression
N

15 - == 1% BSA GAPDH und B-Actin gemessen
1 1% BSA + EtOH und mit der. 244Ct  Methode
dargestellt. Die 1% BSA-

0,5 - behandelten Zellen wurden als
Kontrolle verwendet. Die Werte

0 T ‘ y T ‘ stellen die Mittelwerte = SD von

. doppelten Versuchen dar. Die
Zeit (h) Experimente wurden dreimal mit
ahnlichen Ergebnissen wiederholt.

Abb. 4.17: EtOH-Effekt auf die

AhR mRNA (SCL-1) AhR-Expression in bestrahlten

SCL-1-Zellen (RTgPCR). Die

12 4 Zellen wurden mit 1% BSA+UV-B
und 1% BSA+EtOH+UV-B

5 101 behandelt und in 6h-Intervallen
2 gl Uber 24h geerntet. Die relative
g MRNA-Expression wurde mittels
u’j 6 -O= 1% BSA + UV-B RTQPCR relativ zum Mittelwert von
o GAPDH und B-Actin gemessen
E 4 1 —— 1% BSA + EtOH und mit der 2°¢ Methode
& + UV-B dargestellt. Die 1% BSA+UV-B-
21 behandelten Zellen wurden als

0 Kontrolle verwendet. Die Werte
stellen die Mittelwerte + SD von

2 doppelten Versuchen dar. Die

Experimente wurden dreimal mit
ahnlichen Ergebnissen wiederholt.
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Der Zeitverlauf der CYP1A1-Expression war in 1% BSA- und 1% BSA+EtOH-behandelten
Zellen vergleichbar (Abb. 4.18). Auf einen Anstieg (1% BSA: 6h: 2,78-fach, p = 0,02; 1%
BSA+EtOH: 6h: 3,02-fach, p = 0,03) folgte ein Abfall (1% BSA: 12h: 1,81-fach, p < 0,0005,
18h: 1,21-fach, p = 0,15, 24h: 1,18-fach, p = 0,08; 1% BSA+EtOH: 12h: 2,51-fach, p < 0,0005,
18h: 1,49-fach, p = 0,07, 24h: 1,32-fach, p = 0,17) der mRNA-Expression. Nach Bestrahlung
fande sich ein ahnlicher Zeitverlauf in 1% BSA+UV-B- und 1% BSA+EtOH+UV-B-
behandelten Zellen, mit einem spéateren Anstieg der Expression (1% BSA+UV-B: 6h: 2,07-
fach, p < 0,005, 12h: 3-fach, p < 0,005, 18h: 5,87-fach, p = 0,08, 24h: 2,38-fach, p < 0,05; 1%
BSA+EtOH+UV-B: 6h: 1,96-fach, p < 0,05, 12h: 3,37-fach, p < 0,05, 18h: 4,10-fach, p < 0,005,
24h: 2,91-fach, p < 0,005) (Abb. 4.19). Es wurden keine Hinweise auf EtOH-assoziierte
Storeffekte beobachtet.

Abb. 4.18: EtOH-Effekt auf die
CYP1A1 mRNA (SCL-1) CYP1A1-Expression in
unbestrahlten SCL-1-Zellen
(RTgPCR). Die Zellen wurden mit
1% BSA und 1% BSA+EtOH
behandelt und in 6h-Intervallen
Uber 24h geerntet. Die relative
mRNA-Expression wurde mittels
RTgPCR relativ zum Mittelwert von
=<0= 1% BSA GAPDH und B-Actin gemessen und
1% BSA + EtOH mit der 2% Methode dargestellt.
Die 1% BSA-behandelten Zellen
wurden als Kontrolle verwendet.
Die Werte stellen die Mittelwerte +
SD von doppelten Versuchen dar.
Die Experimente wurden dreimal
mit ahnlichen Ergebnissen
wiederholt.
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Abb. 4.19: EtOH-Effekt auf die
CYP1A1 mRNA (SCL-1) CYP1A1-Expression in
bestrahlten SCL-1-Zellen
14 1 (RTgPCR). Die Zellen wurden mit
12 4 _ 1% BSA+UV-B und 1%
BSA+EtOH+UV-B behandelt und in
10 1 6h-Intervallen lber 24h geerntet.
Die relative mRNA-Expression
-0= 1% BSA + UV-B wurde mittels RTgPCR relativ zum
A Mittelwert von GAPDH und -Actin

P S ——g— 1% BSA + EtOH gemessen und mit der 2%
+UV-B Methode dargestellt. Die 1%
T BSA+UV-B-behandelten Zellen

wurden als Kontrolle verwendet. Die
Werte stellen die Mittelwerte £ SD
von doppelten Versuchen dar. Die
Experimente wurden dreimal mit
ahnlichen Ergebnissen wiederholt.
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Die mRNA-Expression der COX-2 zeigte einen gleichartigen Zeitverlauf in Zellen behandelt
mit 1% BSA und 1% BSA+EtOH (Abb. 4.20). Es kam zum Anstieg (1% BSA: 6h: 2,76-fach, p
< 0,0005; 1% BSA+EtOH: 6h: 2,90-fach, p < 0,0005), im Verlauf zum Abfall (1% BSA: 12h: 1,
p < 0,0005, p = 0,98; 1% BSA+EtOH: 12h: 1,65-fach, p < 0,05) und wieder zum Anstieg (1%
BSA: 18h: 1,20-fach, p = 0,66; 1% BSA+EtOH: 18h: 1,23-fach, p = 0,59, 24h: 1,37-fach, p =
0,56) (Ausnahme: 1% BSA: 24h: 1,15-fach, p = 0,79) der Expression. Auch die bestrahlten
Zellen ahnelten sich im Zeitverlauf und zeigten zuerst einen Anstieg (1% BSA+UV-B: 6h: 8,85-
fach, p < 0,0005; 1% BSA+EtOH+UV-B: 6h: 6,90-fach, p < 0,005) und dann einen Abfall (1%
BSA+UV-B: 12h: 4,18-fach, p < 0,05, 18h: 3,15-fach, p < 0,05, 24h: 1,93-fach, p = 0,13; 1%
BSA+EtOH+UV-B: 12h: 2,85-fach, p < 0,0005, 18h: 1,99-fach, p = 0,12, 24h: 1,67-fach, p =
0,22) der Expression (Abb. 4.21). Wir fanden keine Hinweise auf EtOH-vermittelte Effekte.

Abb. 4.20: EtOH-Effekt auf die

COX-2 mRNA (SCL-1) COX-2-Expression in

unbestrahlten SCL-1-Zellen

12 4 (RTgPCR). Die Zellen wurden mit

10 | 1% BSA und 1% BSA+EtOH

s behandelt und in 6h-Intervallen tiber
g 8 - 24h geerntet. Die relative mRNA-
o Expression wurde mittels RTgPCR
T 6 - relativ zum Mittelwert von GAPDH
% =0= 1% BSA und B-Actin gemessen und mit der
-% 4 1 —— 1% BSA + EtOH 24Ct Methode dargestellt. Die 1%
@ BSA-behandelten Zellen wurden als
x 21 SS— Kontrolle verwendet. Die Werte
0 ; . . — stellen die Mittelwerte + SD von

0 6 12 18 24 doppelten Versuchen dar. Die

-2 . Experimente wurden dreimal mit
Zeit (h) ahnlichen Ergebnissen wiederholt.

Abb. 4.21: EtOH-Effekt auf die

COX-2 mRNA (SC |_-1) COX-2-Expression in bestrahlten

12 SCL-1-Zellen (RTgPCR). Die

Zellen wurden mit 1% BSA+UV-B
und 1% BSA+EtOH+UV-B

s 101 behandelt und in 6h-Intervallen
2 g Uber 24h geerntet. Die relative
g mRNA-Expression wurde mittels
5 6 = «Q= 1% BSA + UV-B RTgPCR relativ zum Mittelwert von
o GAPDH und B-Actin gemessen und
g 4 1% BSA + EtOH mit der 24°t Methode dargestellt.
E + UV-B Die 1% BSA+UV-B-behandelten

Zellen wurden als Kontrolle
verwendet. Die Werte stellen die
Mittelwerte + SD von doppelten
Versuchen dar. Die Experimente
Zeit (h) wurden dreimal mit &hnlichen
Ergebnissen wiederholt.
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Der Zeitverlauf der VDR-Expression war in 1% BSA- und 1% BSA+EtOH-behandelten
Keratinozyten komparabel (Abb. 4.22). Es zeigte sich ein kontinuierlicher Anstieg (1% BSA:
6h: 1,09-fach, p = 0,2, 12h: 1,29-fach, p < 0,05, 18h: 1,94-fach, p < 0,005, 24h: 2,29-fach, p <
0,005; 1% BSA+EtOH: 6h: 1,36-fach, p < 0,05, 12h: 1,83-fach, p < 0,005, 18h: 2,71-fach, p <
0,005, 24h: 2,99-fach, p < 0,005) der Expression. Die Expression zeigte in 1% BSA+UV-B-
und 1% BSA+EtOH+UV-B-behandelten Zellen ebenso einen vergleichbaren Zeitverlauf (Abb.
4.23). Am Anfang fand sich ein Abfall (1% BSA+UV-B: 6h: auf 90%, p = 0,37; 1%
BSA+EtOH+UV-B: 6h: auf 88%, p = 0,23), gefolgt von einem Anstieg (1% BSA+UV-B: 12h:
2,50-fach, p < 0,0005, 18h: 3,09-fach, p < 0,0005, 24h: 3,20-fach, p < 0,0005; 1%
BSA+EtOH+UV-B: 12h: 2,56-fach, p < 0,0005, 18h: 3,02-fach, p = 0,12, 24h: 3,40-fach, p =

0,22) der Expression. Somit gab es keine Hinweise auf EtOH-assoziierte Effekte.

Abb. 4.22: EtOH-Effekt auf die
VDR mRNA (SCL-") VDR-Expression in
unbestrahlten SCL-1-Zellen
57 (RTgPCR). Die Zellen wurden mit
1% BSA und 1% BSA+EtOH
behandelt und in 6h-Intervallen
Uber 24h geerntet. Die relative
mRNA-Expression wurde mittels
RTgPCR relativ zum Mittelwert von
=<0= 1% BSA GAPDH und B-Actin gemessen und
—8— 1% BSA + EtOH mit der 22Ct Methode dargestellt.
Die 1% BSA-behandelten Zellen
wurden als Kontrolle verwendet.
Die Werte stellen die Mittelwerte +
SD von doppelten Versuchen dar.
Die Experimente wurden dreimal
Zeit (h) mit  ahnlichen  Ergebnissen
wiederholt.

Relative Expression

Abb. 4.23: EtOH-Effekt auf die
VDR mRNA (SCL-1) VDR-Expression in bestrahlten
SCL-1-Zellen (RTgPCR). Die
51 Zellen wurden mit 1% BSA+UV-B
und 1% BSA+EtOH+UV-B
4 behandelt und in 6h-Intervallen
Uber 24h geerntet. Die relative
3 mMRNA-Expression wurde mittels
-QO= 1% BSA + UV-B RTqPCR relativ zum Mittelwert von
2 | GAPDH und B-Actin gemessen und
—8— 1% BSA + EtOH mit der 2% Methode dargestellt.
+ UV-B Die 1% BSA+UV-B-behandelten
Zellen wurden als Kontrolle
verwendet. Die Werte stellen die
T T : T Mittelwerte + SD von doppelten
0 6 12 18 24 Versuchen dar. Die Experimente
Zeit nach Behandlung (h) wurden dreimal mit  &hnlichen
Ergebnissen wiederholt.

Relative Expression
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Die CYP24A1-mRNA-Expression zeigte Ahnlichkeiten beim Zeitverlauf in 1% BSA- und 1%
BSA+EtOH-behandelten Zellen (Abb. 4.24). So zeigte sich anfangs ein Abfall (1% BSA: 6h:
auf 98%, p = 0,84, 12h: auf 83%, p = 0,15) bzw. Anstieg (1% BSA+EtOH: 6h: 1,54-fach, p <
0,05), im Verlauf ein Anstieg (1% BSA: 18h: 1,54-fach, p < 0,05, 24h: 1,59-fach, p < 0,05; 1%
BSA+EtOH: 12h: 1,43-fach, p = 0,19, 18h: 1,82-fach, p < 0,05) und teilweise wieder ein Abfall
(1% BSA+EtOH: 24h: 1,62-fach, p < 0,005) der Expression. Auch nach Bestrahlung der Zellen
gab es Similaritdten zwischen den unterschiedlich behandelten Zellen (Abb. 4.25). So folgte
auf den Abfall am Anfang (1% BSA+UV-B: auf 68%, p < 0,0005; 1% BSA+EtOH+UV-B: auf
78%, p < 0,005) ein Anstieg (1% BSA+UV-B: 12h: 1,04-fach, p = 0,85, 18h: 2,03-fach, p <
0,05; 1% BSA+EtOH+UV-B: 12h: 1,06-fach, p = 0,61, 18h: 2,28-fach, p < 0,005) und dann
wieder ein Abfall (1% BSA+EtOH+UV-B: 24h: 2,07-fach, p < 0,0005) bzw. Anstieg (1%
BSA+UV-B: 24h: 2,24-fach, p = 0,02) der Expression. Es gab keine Hinweise auf ungewollte
Effekte durch EtOH.

Abb. 4.24: EtOH-Effekt auf die
CYP24A71 mRNA (SCL-‘I) CYP24A1-Expression in
unbestrahlten SCL-1-Zellen
61 (RTgPCR). Die Zellen wurden mit
1% BSA und 1% BSA+EtOH
behandelt und in 6h-Intervallen tber
4 | 24h geerntet. Die relative mRNA-
Expression wurde mittels RTgPCR
relativ zum Mittelwert von GAPDH
=<0= 1%BSA und B-Actin gemessen und mit der 2°
——— 1% BSA + EtOH ACt Methode dargestellt. Die 1%
BSA-behandelten Zellen wurden als
Kontrolle verwendet. Die Werte
stellen die Mittelwerte + SD von
doppelten Versuchen dar. Die
Experimente wurden dreimal mit
ahnlichen Ergebnissen wiederholt.
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Abb. 4.25: EtOH-Effekt auf die
CYP24A1 mRNA (SCL-1) CYP24A1-Expression in
bestrahlten SCL-1-Zellen
4 9 (RTQPCR). Die Zellen wurden mit
3,5 4 1% BSA+UV-B und 1%
BSA+EtOH+UV-B behandelt und in
6h-Intervallen Uber 24h geerntet.
Die relative mRNA-Expression
-0= 1% BSA + UV-B wurde mittels RTgPCR relativ zum
Mittelwert von GAPDH und B-Actin
—8— 1% BSA + EtOH gemessen und mit der 274
+ UV-B Methode dargestellt. Die 1%
BSA+UV-B-behandelten Zellen
wurden als Kontrolle verwendet. Die
0 T T T T ' Werte stellen die Mittelwerte + SD
von doppelten Versuchen dar. Die
Zeit (h) Experimente wurden dreimal mit
ahnlichen Ergebnissen wiederholt.
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4.2.3 Fazit: EtOH hat keine zusatzlichen Effekte in HaCaT- und SCL-1-Zellen

Basierend auf den oben prasentierten Ergebnissen kann man als Fazit ziehen, dass in HaCaT-
und SCL-1-Keratinozyten im GrofRen und Ganzen die Genexpressionstendenz zwischen den
Zellen, die mit 1% BSA behandelt worden sind, und solcher, die mit 1% BSA+EtOH behandelt
worden sind, sehr @hnlich war. Dieses Ergebnis bestétigte sich in Anwesenheit sowie
Abwesenheit von UV-B-Strahlung. Dadurch konnten jegliche EtOH-assoziierte Stdrfaktoren
mit groRer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. Anzumerken ist, dass zwischen den
zwei Behandlungsgruppen beziglich der genauen Genexpressionwerten Schwankungen von
geringem Ausmald jedoch noch bestehen bleiben kénnen. Da solche Schwankungen im

Rahmen unserer Arbeit selten anzutreffen waren, erwiesen sie sich als vernachlassigbar.

4.3 Der Einfluss von 1,25(0OH)2D3 und UV-B-Strahlung auf AhR- und VDR-

Signalwege in HaCaT- und SCL-1-Zellen

Der Effekt von 1,25(0H).Ds;, UV-B-Strahlung und spezifischer Rezeptor-Inhibitoren (AhR-
Inhibitor: CH223191, VDR-Inhibitor: 25(OH)D3) wurde auf die Genexpresion von Elementen
des AhR- und VDR-Signalweges untersucht. Ziel war es, Kreuzreaktionen zwischen den

Signalwegen in Keratinozyten unterschiedlichen Krebsstadien festzustellen.

4.3.1 Der Einfluss von 1,25(OH)2:Ds und UV-B-Strahlung auf AhR- und VDR-

Signalwege in HaCaT-Zellen

4.3.1.1 UV-B-Strahlung induziert die Expression von AhR und CYP1A1l in HaCaT-Zellen
starker als 1,25(0OH).Ds

In HaCaT-Zellen fuhrte UV-B-Bestrahlung zu einer Hochregulierung der AhR-mRNA (2,16-
facher Anstieg, p = 0,16). Im Gegensatz dazu wurde nach 1,25(OH).Ds-Behandlung eine
geringere AhR-Expression beobachtet (Abnahme um 17%, p = 0,2). Die kombinierte
Behandlung zeigte keine regulatorische Wirkung (Abfall um 1%, p = 0,97) (Abb. 4.26). UV-B-
Strahlung induzierte au3erdem die CYP1A1-Expression (7,71-fach, p = 0,18), die im Vergleich
zu 1,25(0OH).Ds (2,78-facher Anstieg, p = 0,28) deutlich starker erhdht wurde. Die kombinierte
Behandlung erhohte die CYP1A1-mRNA starker (3,71-facher Anstieg, p<0,05) als die
Behandlung mit 1,25(0OH).Ds; allein (Abb. 4.27).

82



Ergebnisse

45 -
4 A
35 -
3 .
25 -
2 .
1,5
1 A
05 -

Relative Expression (AUC)

AhR mRNA (HaCaT)

0

EtOH

+ + +

1,25(0H)Ds - + - +

UW-B - - + +

Abb. 4.26: AhR-Expression nach Behandlung mit 1,25(0OH);Ds und UV-B in HaCaT-Zellen
(RTgPCR). Die Zellen wurden mit EtOH (104 M), 1,25(0H)2Ds (107 M), UV-B-Strahlung (50 J/cm?) oder
der Kombination 1,25(0OH)2Ds (1077 M) und UV-B-Strahlung (50 J/cm?) behandelt und in 6h-Intervallen
Uber 24h geerntet. Die relative mRNA-Expression wurde mittels RTgPCR relativ zum Mittelwert von
GAPDH und B-Actin gemessen und mit der 2-24¢t Methode dargestellt. Die relativen Expressionen wurde
als AUC im Verhéltnis zur AUC von EtOH berechnet. Die Werte stellen die Mittelwerte + SD von
doppelten Versuchen dar. Die Experimente wurden dreimal mit &hnlichen Ergebnissen wiederholt. Alle
p-Werte sind relativ zu EtOH. (* = p 0,05, ** = p < 0,005, *** = p < 0,0005)

CYP1A1 mRNA (HaCaT)
G 25 -
=2
< 20 -
IS
2 15
o
Z 10 1 %*
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EtOH + + + +
1,25(0OH)2D3 - + - +
UvB - - + +

Abb. 4.27: CYP1A1l-Expression nach Behandlung mit 1,25(0OH),Ds; und UV-B in HaCaT-Zellen
(RTqPCR). Die Zellen wurden mit EtOH (10* M), 1,25(0OH)2Ds (107 M), UV-B-Strahlung (50 J/cm?) oder
der Kombination 1,25(0OH)2Ds (107 M) und UV-B-Strahlung (50 J/cm?) behandelt und in 6h-Intervallen
Uber 24h geerntet. Die relative mMRNA-Expression wurde mittels RTqQPCR relativ zum Mittelwert von
GAPDH und B-Actin gemessen und mit der 2-44Ct Methode dargestellt. Die relativen Expressionen wurde
als AUC im Verhéltnis zur AUC von EtOH berechnet. Die Werte stellen die Mittelwerte £ SD von
doppelten Versuchen dar. Die Experimente wurden dreimal mit &hnlichen Ergebnissen wiederholt. Alle
p-Werte sind relativ zu EtOH. (* = p £ 0,05, ** = p < 0,005, *** = p < 0,0005)
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4.3.1.2Die 1,25(0OH).;Ds-vermittelte Induktion der CYP1A1l-mRNA-Expression hangt in
HaCaT-Zellen vom AhR ab

Die Behandlung mit dem AhR-Antagonisten CH223191, allein oder in Kombination mit jeder
weiterer Versuchsbedingung, unterdriickte die Expression der CYP1A1-mRNA sehr stark
(CH223191: 6h: auf 6%, p < 0,0005, 24h: auf 5%, p < 0,0005; CH223191+1,25(0OH).Ds: 6h:
auf 16%, p < 0,0005, 24h: auf 15%, p < 0,0005; CH223191+UV-B: 6h: auf 6%, p < 0,0005,
24h: auf 4%, p < 0,0005; CH223191+1,25(0OH).Ds+UV-B: 6h: auf 16%, p < 0,0005, 24h: auf
19%, p < 0,0005; CH223191+25(0OH)Ds: 6h: auf 5%, p < 0,0005, 24h: auf 6%, p < 0,0005;
CH223191+1,25(0OH).D3s+25(0OH)Ds: 6h: auf 8%, p < 0,0005, 24h: auf 11%, p < 0,0005;
CH223191+UV-B+25(0OH)Ds: 6h: auf 6%, p < 0,0005, 24h: auf 5%, p < 0,0005;
CH223191+1,25(0OH),D3s+UV-B+25(0OH)Ds: 6h: auf 9%, p < 0,0005, 24h: auf 12%, p < 0,0005).
In 25(OH)Ds-behandelten Zellen war die CYP1Al-Expression ebenfalls reduziert (nach 6 h:
auf 44% p < 0,0005; nach 24 h: auf 81%, p = 0,08). Die kombinierte Behandlung mit
1,25(0OH)2Ds und 25(OH)Ds filhrte jedoch zu einer starkeren Induktion der CYP1A1-mRNA als
die Behandlung mit 1,25(0OH).Ds allein (1,25(0OH);Ds+25(0OH)Ds: 6h: 2,63-fach, p < 0,005, 24h:
1,23-fach, p = 0,77) (Abb. 4.28).
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Abb. 4.28: CYP1A1l-Expression 6h (A) und 24h (B) nach Behandlung mit Rezeptor-Antagonisten
in HaCaT-Zellen (RTqPCR). Die Zellen wurden mit EtOH (104 M), 1,25(OH)2D3z (107 M), dem AhR-
Antagonisten CH223191 (107 M) und dem VDR-Inhibitor 25(0OH)Ds (107 M) behandelt und nach 24h
geerntet. Die relative mMRNA-Expression wurde mittels RTqPCR relativ zum Mittelwert von GAPDH und
B-Actin gemessen und mit der 2-44Ct Methode dargestellt. EtOH wurde als Kontrolle verwendet. Die
Werte stellen die Mittelwerte + SD von doppelten Versuchen dar. Die Experimente wurden dreimal mit
ahnlichen Ergebnissen wiederholt. Alle p-Werte sind relativ zu EtOH. (* = p < 0,05, ** = p < 0,005, ***
= p < 0,0005)
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4.3.1.3Die COX-2-Expression in HaCaT-Zellen wird nach Behandlung mit 1,25(0OH).Ds
starker induziert als nach Bestrahlung mit UV-B

Die Behandlung mit 1,25(0OH).D3 erhdhte die COX-2-mRNA-Expression (16,2-fach, p<0,05)
starker als die Bestrahlung mit UV-B (5,4-facher Anstieg, p < 0,05) (Abb. 4.29). Die
Hochregulierung der Expression nach der Behandlung mit 1,25(OH).Dz und 25(OH)Ds (nach
6 h: 4,2-facher Anstieg, p<0,0005, nach 24 h: 2,4-facher Anstieg, p<0.0005) war noch stérker
als nach der Behandlung mit 1,25(OH).D3 allein (nach 6 h: 2,8-facher Anstieg, p<0. 0005; nach
24 h: 2,3-facher Anstieg, p<0.005). Die Behandlung mit den Rezeptor-Antagonisten
verminderte die COX-2-Expression (CH223191: 6h: auf 63%, p < 0,0005, 24h: auf 85%, p <
0,05; 25(0OH)Da3: 6h: auf 61%, p < 0,0005, 24h: auf 87%, p < 0,05; CH223191+25(OH)Ds: 6h:
auf 48%, p < 0,0005, 24h: auf 81%, p < 0,005) (Abb. 4. 30). Die kombinierte Behandlung mit
UV-B und 1,25(0OH).D; hatte einen synergistischen Effekt und erhéhte demnach die
Genexpression am starksten (38,3-facher Anstieg, p<0,05) (Abb. 4.29).
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Abb. 4.29: COX-2-Expression nach Behandlung mit 1,25(0OH).D; und UV-B in HaCaT-Zellen
(RTqPCR). Die Zellen wurden mit EtOH (10* M), 1,25(0OH)2Ds (107 M), UV-B-Strahlung (50 J/cm?) oder
der Kombination 1,25(0OH)2Ds (107 M) und UV-B-Strahlung (50 J/cm?) behandelt und in 6h-Intervallen
Uber 24h geerntet. Die relative mRNA-Expression wurde mittels RTqPCR relativ zum Mittelwert von
GAPDH und B-Actin gemessen und mit der 2-24Ct Methode dargestellt. Die relativen Expressionen wurde
als AUC im Verhéltnis zur AUC von EtOH berechnet. Die Werte stellen die Mittelwerte £+ SD von
doppelten Versuchen dar. Die Experimente wurden dreimal mit &hnlichen Ergebnissen wiederholt. Alle
p-Werte sind relativ zu EtOH. (* = p £ 0,05, ** =p < 0,005, *** = p < 0,0005)
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Abb. 4.30: COX-2-Expression 6h (A) und 24h (B) nach Behandlung mit Rezeptor-Antagonisten in
HaCaT-Zellen (RTqPCR). Die Zellen wurden mit EtOH (104 M), 1,25(0OH)2Ds (107 M), dem AhR-
Antagonisten CH223191 (107 M) und dem VDR-Inhibitor 25(OH)Ds (107 M) behandelt und nach 24h
geerntet. Die relative mMRNA-Expression wurde mittels RTqPCR relativ zum Mittelwert von GAPDH und
B-Actin gemessen und mit der 2-44Ct Methode dargestellt. EtOH wurde als Kontrolle verwendet. Die
Werte stellen die Mittelwerte + SD von doppelten Versuchen dar. Die Experimente wurden dreimal mit
ahnlichen Ergebnissen wiederholt. Alle p-Werte sind relativ zu EtOH. (* = p < 0,05, ** =p < 0,005, ***
= p <0,0005)

4.3.1.4Die VDR-Expression bleibt nach Behandlung mit 1,25(OH).Dz und/oder UV-B in
HaCaT-Zellen unverandert

Die Behandlung mit 1,25(OH).Ds und/oder UV-B hatte nur marginale Effekte auf die VDR-
Expression in HaCaT-Zellen (Daten im Anhang, Kapitel 10) (Abb. 4.31). Es gab es keinen

Hinweis auf eine synergistischen oder additiven Effekt.
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Abb. 4.31: VDR-Expression nach Behandlung mit 1,25(0OH).Dsz und UV-B in HaCaT-Zellen
(RTgPCR). Die Zellen wurden mit EtOH (10 M), 1,25(0OH)2Ds (107 M), UV-B-Strahlung (50 J/cm?) oder
der Kombination 1,25(0OH)2Ds (107 M) und UV-B-Strahlung (50 J/cm?) behandelt und in 6h-Intervallen
Uber 24h geerntet. Die relative mMRNA-Expression wurde mittels RTqQPCR relativ zum Mittelwert von
GAPDH und B-Actin gemessen und mit der 2-24¢t Methode dargestellt. Die relativen Expressionen wurde
als AUC im Verhaltnis zur AUC von EtOH berechnet. Die Werte stellen die Mittelwerte + SD von
doppelten Versuchen dar. Die Experimente wurden dreimal mit &hnlichen Ergebnissen wiederholt. Alle
p-Werte sind relativ zu EtOH. (* = p £ 0,05, ** = p < 0,005, *** = p < 0,0005)
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4.3.1.5Die Behandlung mit 1,25(0OH).Ds, aber nicht mit UV-B, induziert die CYP24A1-

MRNA in HaCaT-Zellen

Die CYP24A1-mRNA-Expression war nach der Behandlung mit 1,25(OH).Ds sehr stark erhoht
(6.233.471-fach, p < 0,05), nicht aber nach der Behandlung mit UV-B (Abnahme um 15%, p =
0,1) (Abb. 4.32). Die kombinierte Behandlung mit 1,25(OH),Ds; und 25(OH)Ds induzierte die
CYP24A1-mRNA starker (nach 6h: 1,25(0OH).Ds+25(0OH)Ds: 1317,81-fach, p < 0,005;
1,25(0OH)2Ds: 713,43-fach, p < 0,05) bzw. schwéacher (nach 24 h: 1,25(0OH);D3+25(OH)Ds:
723,77-fach, p < 0,05; 1,25(0OH).Ds: 739,54-fach, p < 0,05) als 1,25(0OH).Ds allein (Abb. 4.33).
Die kombinierte Behandlung mit UV-B verstéarkte nicht den 1,25(OH).Ds-induzierten Anstieg
der CYP24A1-mRNA nach 24h (1,25(0H).Ds: 6.233.471-facher Anstieg, p<0.05,
1,25(0OH);Ds+UV-B: 5.127.778,3-facher Anstieg, p<0.005) (Abb. 4.32). Somit gab es keinen
Hinweis auf eine synergistische Wirkung von 1,25(0OH).Ds und UV-B.
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Abb. 4.32: CYP24A1-Expression nach Behandlung mit 1,25(0OH).D; und UV-B in HaCaT-Zellen
(RTgPCR). Die Zellen wurden mit EtOH (10 M), 1,25(0OH)2Ds (107 M), UV-B-Strahlung (50 J/cm?) oder
der Kombination 1,25(0OH)2Ds (107 M) und UV-B-Strahlung (50 J/cm?) behandelt und in 6h-Intervallen
Uber 24h geerntet. Die relative mRNA-Expression wurde mittels RTqQPCR relativ zum Mittelwert von
GAPDH und B-Actin gemessen und mit der 2-44Ct Methode dargestellt. Die relativen Expressionen wurde
als AUC im Verhaltnis zur AUC von EtOH berechnet. Die Werte stellen die Mittelwerte £+ SD von
doppelten Versuchen dar. Die Experimente wurden dreimal mit &hnlichen Ergebnissen wiederholt. Alle
p-Werte sind relativ zu EtOH. (* = p < 0,05, ** = p < 0,005, *** = p < 0,0005)
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Abb. 4.33: CYP24A1-Expression 6h (A) und 24h (B) nach Behandlung mit Rezeptor-Antagonisten
in HaCaT-Zellen (RTgPCR). Die Zellen wurden mit EtOH (10 M), 1,25(0OH)2Ds (107 M), dem AhR-
Antagonisten CH223191 (107 M) und dem VDR-Inhibitor 25(OH)D3 (107 M) behandelt und nach 24h
geerntet. Die relative mRNA-Expression wurde mittels RTqPCR relativ zum Mittelwert von GAPDH und
B-Actin gemessen und mit der 2-2ACt Methode dargestellt. EtOH wurde als Kontrolle verwendet. Die
Werte stellen die Mittelwerte £ SD von doppelten Versuchen dar. Die Experimente wurden dreimal mit
ahnlichen Ergebnissen wiederholt. Alle p-Werte sind relativ zu EtOH. (* = p £ 0,05, ** =p < 0,005, *** =
p < 0,0005)

4.3.2 Der Einfluss von 1,25(OH)2:Ds und UV-B-Strahlung auf AhR- und VDR-

Signalwege in SCL-1-Zellen

4.3.2.1In SCL-1-Zellen wird die AhR-Expression durch UV-B und die CYP1lAl-
Expression durch 1,25(0OH).Ds stérker induziert

Die AhR-Expression wurde nach Bestrahlung mit UV-B in SCL-1-Zellen hochreguliert (1,59-
facher Anstieg, p = 0,12). Im Gegensatz dazu wurde sie nach 1,25(OH).Ds-Behandlung
herunterreguliert (Abfall auf 74%, p = 0,3). Die kombinierte Behandlung mit 1,25(0OH).Ds und
UV-B zeigte keinen regulatorischen Effekt auf die Expression (Abfall auf 91%, p = 0,7) (Abb.
4.34). Die Expression der CYP1A1-mRNA wurde durch 1,25(0OH).Ds; dagegen deutlich hdher
(6,9-fache Erhdhung, p < 0,005) als durch UV-B (2,43-facher Anstieg, p < 0,05) induziert. Die
kombinierte Behandlung zeigte einen synergistischen Effekt auf die CYP1A1-Expression und
erhohte sie am starksten (9,77-facher Anstieg, p < 0,005) (Abb. 4.35).
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Abb. 4.34: AhR-Expression nach Behandlung mit 1,25(0OH).Ds: und UV-B in SCL-1-Zellen
(RTgPCR). Die Zellen wurden mit EtOH (104 M), 1,25(0OH)2D3 (107 M), UV-B-Strahlung (50 J/cm?) oder
der Kombination 1,25(0OH)2Ds (107 M) und UV-B-Strahlung (50 J/cm?) behandelt und in 6h-Intervallen
Uber 24h geerntet. Die relative mRNA-Expression wurde mittels RTqPCR relativ zum Mittelwert von
GAPDH und B-Actin gemessen und mit der 2-22Ct Methode dargestellt. Die relativen Expressionen wurde
als AUC im Verhéltnis zur AUC von EtOH berechnet. Die Werte stellen die Mittelwerte £ SD von
doppelten Versuchen dar. Die Experimente wurden dreimal mit ahnlichen Ergebnissen wiederholt. Alle
p-Werte sind relativ zu EtOH. (* = p £ 0,05, ** = p < 0,005, *** = p < 0,0005)

CYP1A71 mRNA (SCL-1)

o 18 4 *%

2 16 1

= 141

2 12 4

o 10 - sk

g 8 T

w6 4 *

g 4

$2] .

T 0 . . . .
EtOH  + + + 0

1,25(0H)Ds - + - +
uv-B - - + +

Abb. 4.35: CYP1A1-Expression nach Behandlung mit 1,25(OH),D3 und UV-B in SCL-1-Zellen
(RTgPCR). Die Zellen wurden mit EtOH (104 M), 1,25(0H)2Ds (107 M), UV-B-Strahlung (50 J/cm?) oder
der Kombination 1,25(0OH)2Ds (107 M) und UV-B-Strahlung (50 J/cm?) behandelt und in 6h-Intervallen
Uber 24h geerntet. Die relative mRNA-Expression wurde mittels RTgPCR relativ zum Mittelwert von
GAPDH und B-Actin gemessen und mit der 2-44¢t Methode dargestellt. Die relativen Expressionen wurde
als AUC im Verhaltnis zur AUC von EtOH berechnet. Die Werte stellen die Mittelwerte + SD von
doppelten Versuchen dar. Die Experimente wurden dreimal mit &hnlichen Ergebnissen wiederholt. Alle
p-Werte sind relativ zu EtOH. (* = p £ 0,05, ** = p < 0,005, *** = p < 0,0005)
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4.3.2.2 Die Induktion der CYP1A1-Expression durch 1,25(0OH).Dsistin SCL-1-Zellen AhR-
abhangig

Nach Behandlung mit CH223191, allein oder in Kombination mit jeder anderer Behandlung,
wurde die Expression der CYP1A1-mRNA unterdrickt (CH223191: 6h: auf 18%, p < 0,0005,
24h: auf 12%, p < 0,0005; CH223191+1,25(0OH).Ds: 6h: auf 38%, p < 0,0005, 24h: auf 26%, p
< 0,0005; CH223191+UV-B: 6h: auf 22%, p < 0,0005, 24h: auf 33%, p < 0,005;
CH223191+1,25(0OH),Ds+UV-B: 6h: auf 44%, p < 0,05, 24h: auf 65%, p = 0,25;
CH223191+25(0OH)Ds: 6h: auf 17%, p < 0,0005, 24h: auf 11%, p < 0,0005;
CH223191+25(0OH)Ds+1,25(0OH).Ds: 6h: auf 34%, p < 0,0005, 24h: auf 14%, p < 0,0005;
CH223191+25(0OH)Ds+UV-B: 6h: auf 23%, p < 0,0005, 24h: auf 31%, p < 0,005;
CH223191+25(0H)D3+1,25(0H),Ds+UV-B: 6h: auf 30%, p < 0,0005, 24h: auf 48%, p < 0,05).
Die Expression war in 25(OH)Ds-behandelten Zellen ebenfalls vermindert (nach 6 h: 65%
Ruckgang, p<0,0005; nach 24 h: 36% Abnahme, p<0.05). Die Kombination aus 1,25(OH),Ds
und 25(OH)Ds induzierte die CYP1A1-mRNA starker als 1,25(0OH).Ds; allein (6 h:
1,25(0OH);D3s+25(0H)D3: 2,5-facher Anstieg, p<0,0005; 1,25(0H).Ds: 2,4-facher Anstieg,
p<0,0005) (Ausnahme: nach 24 h) (Abb. 4.36).
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Abb. 4.36: CYP1Al-Expression 6h (A) und 24h (B) nach Behandlung mit Rezeptor-Antagonisten
in SCL-1-Zellen (RTgPCR). Die Zellen wurden mit EtOH (104 M), 1,25(0OH).Ds (107 M), dem AhR-
Antagonisten CH223191 (107 M) und dem VDR-Inhibitor 25(OH)Ds (107 M) behandelt und nach 24h
geerntet. Die relative mRNA-Expression wurde mittels RTqPCR relativ zum Mittelwert von GAPDH und
B-Actin gemessen und mit der 2-42¢t Methode dargestellt. EtOH wurde als Kontrolle verwendet. Die
Werte stellen die Mittelwerte £ SD von doppelten Versuchen dar. Die Experimente wurden dreimal mit
ahnlichen Ergebnissen wiederholt. Alle p-Werte sind relativ zu EtOH. (* = p £ 0,05, ** =p < 0,005, *** =
p < 0,0005)
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4.3.2.3Die COX-2-Expression in SCL-1-Zellen wird nach Bestrahlung mit UV-B starker
induziert als nach Behandlung mit 1,25(OH).Ds

Die UV-B-Behandlung erhdhte die COX-2-Genexpression starker (3,92-facher Anstieg,
p<0,05) als die 1,25(OH).Ds-Behandlung (1,83-facher Anstieg, p<0,05) (Abb. 4.37). Nach
gleichzeitiger Behandlung mit 1,25(OH).Ds und 25(OH)Ds wurde die Expression noch stérker
hochreguliert als nach alleiniger Behandlung mit 1,25(0OH).Dz (nach 6 h:
1,25(0OH),D3+25(0OH)Ds: 1,36-facher Anstieg, p < 0,0005, 1,25(0OH),Ds: 1,06-facher Anstieg, p
= 0,51; nach 24 h: 1,25(0H),Ds;+25(0OH)Ds: 2,07-facher Anstieg, p < 0,0005, 1,25(0OH).Ds:
1,39-facher Anstieg, p < 0,0005). Nach alleiniger Behandlung mit den Rezeptor-Antagonisten
zeigte sich eine verminderte COX-2-Expression (CH223191: 6h: 49%, p < 0,0005, 24h: 37%,
p < 0,0005; EtOH+25(0OH)Ds: 6h: 65%, p < 0,0005, 24h: 77%, p = 0,75; CH223191+25(0OH)Ds:
6h: 40%, p < 0,0005, 24h: 33%, p < 0,0005) (Abb. 4.38). Es gab keine Hinweise eines
synergistischen Effekts durch die kombinierte Behandlung mit UV-B und 1,25(0OH).Ds (4,18-
fache Erhéhung, p<0,05) (Abb. 4.37).
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Abb. 4.37: COX-2-Expression nach Behandlung mit 1,25(0OH).Dz und UV-B in SCL-1-Zellen
(RTqPCR). Die Zellen wurden mit EtOH (104 M), 1,25(0OH)2Ds (107 M), UV-B-Strahlung (50 J/cm?) oder
der Kombination 1,25(0OH)2D3 (107 M) und UV-B-Strahlung (50 J/cm?) behandelt und in 6h-Intervallen
Uber 24h geerntet. Die relative mRNA-Expression wurde mittels RTgPCR relativ zum Mittelwert von
GAPDH und B-Actin gemessen und mit der 2-24Ct Methode dargestellt. Die relativen Expressionen wurde
als AUC im Verhaltnis zur AUC von EtOH berechnet. Die Werte stellen die Mittelwerte + SD von
doppelten Versuchen dar. Die Experimente wurden dreimal mit &hnlichen Ergebnissen wiederholt. Alle
p-Werte sind relativ zu EtOH. (* = p £ 0,05, ** = p < 0,005, *** = p < 0,0005)
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Abb. 4.38: COX-2-Expression 6h (A) und 24h (B) nach Behandlung mit Rezeptor-Antagonisten in
SCL-1-Zellen (RTgPCR). Die Zellen wurden mit EtOH (10* M), 1,25(0OH)2Ds (107 M), dem AhR-
Antagonisten CH223191 (107 M) und dem VDR-Inhibitor 25(0OH)D3 (107 M) behandelt und nach 24h
geerntet. Die relative mRNA-Expression wurde mittels RTqQPCR relativ zum Mittelwert von GAPDH und
B-Actin gemessen und mit der 2-44Ct Methode dargestellt. EtOH wurde als Kontrolle verwendet. Die
Werte stellen die Mittelwerte £ SD von doppelten Versuchen dar. Die Experimente wurden dreimal mit
ahnlichen Ergebnissen wiederholt. Alle p-Werte sind relativ zu EtOH. (* = p £ 0,05, ** = p < 0,005, *** =
p < 0,0005)

4.3.2.4Die VDR-Expression in SCL-1-Zellen wird nach UV-B-Bestrahlung verstéarkt und

nach 1,25(0OH).Ds-Behandlung vermindert

Die VDR-Expression wurde durch 1,25(0OH).D3 vermindert (auf 62%, p < 0,005) und durch UV-
B-Strahlung erhoht (1,36-fach, p = 0,11). Die kombinierte Behandlung zeigte keinen
regulatorischen Effekt auf die Expression (Daten im Anhang, Kapitel 10) (Abb. 4.39).
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Abb. 4.39: VDR-Expression nach Behandlung mit 1,25(0OH),D3z und UV-B in SCL-1-Zellen
(RTqPCR). Die Zellen wurden mit EtOH (10 M), 1,25(0OH)2Ds (107 M), UV-B-Strahlung (50 J/cm?) oder
der Kombination 1,25(0OH)2Ds (107 M) und UV-B-Strahlung (50 J/cm?) behandelt und in 6h-Intervallen
Uber 24h geerntet. Die relative mRNA-Expression wurde mittels RTqPCR relativ zum Mittelwert von
GAPDH und B-Actin gemessen und mit der 2-24Ct Methode dargestellt. Die relativen Expressionen wurde
als AUC im Verhéltnis zur AUC von EtOH berechnet. Die Werte stellen die Mittelwerte + SD von
doppelten Versuchen dar. Die Experimente wurden dreimal mit &hnlichen Ergebnissen wiederholt. Alle
p-Werte sind relativ zu EtOH. (* = p £ 0,05, ** =p < 0,005, *** = p < 0,0005)
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4.3.2.5Die CYP24Al-Expression in SCL-1-Zellen wird durch Behandlung mit
1,25(0OH)2Ds, aber nicht mit UV-B, induziert

Die CYP24A1-mRNA-Expression war nach Behandlung mit 1,25(OH).Ds sehr stark erhoht
(44.703,49-fach, p = 0,0005). Die Bestrahlung mit UV-B zeigte keinen Effekt (Daten im
Anhang, Kapitel 10) (Abb. 4.40). Die gleichzeitige Behandlung mit 1,25(OH).D3 und 25(OH)D3
induzierte die Genexpression starker als 1,25(0OH);D; allein (nach 6 h:
1,25(0OH),D3+25(0OH)D3: 133,11-facher Anstieg, p < 0,0005, 1,25(0OH).Ds: 82,72-facher
Anstieg, p < 0,0005; nach 24 h: 1,25(0H).Ds+25(0OH)D3: 123,52-facher Anstieg, p < 0,0005,
1,25(0OH).Ds: 94,91-facher Anstieg, p < 0,0005) (Abb. 4.41). Da UV-B den 1,25(0OH).Ds-
induzierten Anstieg der CYP24A1-mRNA verstarkte (1,25(0H).Ds: 44.703,5-facher Anstieg,
p<0,0005, 1,25(0OH).Ds;+UV-B: 119.233,42-facher Anstieg, p < 0,0005) lag einen Hinweis auf
einen synergistischer Effekt von 1,25(OH).Ds und UV-B vor (Abb. 4.40).

CYP24A1 mRNA (SCL-1)

160000 - *kk
140000 - T
120000 -
100000 A
80000 -
60000 -
40000 -
20000 A
0

*kk

Relative Expression (AUC)

EtOH + + + +
1,25(0OH)2D3 - + - +
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Abb. 4.40: CYP24A1-Expression nach Behandlung mit 1,25(OH);Ds und UV-B in SCL-1-Zellen
(RTgPCR). Die Zellen wurden mit EtOH (104 M), 1,25(0OH)2Ds (107 M), UV-B-Strahlung (50 J/cm?) oder
der Kombination 1,25(0OH)2Ds (107 M) und UV-B-Strahlung (50 J/cm?) behandelt und in 6h-Intervallen
Uber 24h geerntet. Die relative mMRNA-Expression wurde mittels RTqPCR relativ zum Mittelwert von
GAPDH und B-Actin gemessen und mit der 2-24Ct Methode dargestellt. Die relativen Expressionen wurde
als AUC im Verhéltnis zur AUC von EtOH berechnet. Die Werte stellen die Mittelwerte £+ SD von
doppelten Versuchen dar. Die Experimente wurden dreimal mit &hnlichen Ergebnissen wiederholt. Alle
p-Werte sind relativ zu EtOH. (* = p £ 0,05, ** = p < 0,005, *** = p < 0,0005)
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Abb. 4.41: CYP24A1-Expression 6h (A) und 24h (B) nach Behandlung mit Rezeptor-Antagonisten
in SCL-1-Zellen (RTqPCR). Die Zellen wurden mit EtOH (10* M), 1,25(0OH).D3 (107 M), dem AhR-
Antagonisten CH223191 (107 M) und dem VDR-Inhibitor 25(0OH)Ds (107 M) behandelt und nach 24h
geerntet. Die relative mMRNA-Expression wurde mittels RTgPCR relativ zum Mittelwert von GAPDH und
B-Actin gemessen und mit der 2-44Ct Methode dargestellt. EtOH wurde als Kontrolle verwendet. Die
Werte stellen die Mittelwerte + SD von doppelten Versuchen dar. Die Experimente wurden dreimal mit
ahnlichen Ergebnissen wiederholt. Alle p-Werte sind relativ zu EtOH. (* = p < 0,05, ** = p < 0,005, ***
= p < 0,0005)

4.3.2.6 Fazit: Cross-talk zwischen Signalwegen des AhR und des VDR in HaCaT- und
SCL-1-Zellen

Die Expression von Kernelementen des AhR- und VDR-Signalweges wurde in Zellen
unterschiedlicher Hautkrebsstadien durch die Behandlung mit UV-B und/oder 1,25(OH).D3
differentiell reguliert. UV-B stimulierte in HaCaT-Keratinozyten die Expression klassischer
AhR-Komponenten (AhR und CYP1A1) starker und nicht-klassischer (COX-2) schwécher als
1,25(0OH)2Ds. In SCL-1-Zellen dagegen induzierte UV-B die Expression von AhR und COX-2
starker und die von CYP1Al schwécher als 1,25(0OH).Ds. In beiden Zellarten war die
1,25(OH);Ds-induzierte CYP1Al-Expression AhR-abhéngig. Aulerdem wirkte UV-B additiv
auf die 1,25(0OH).Ds-induzierte CYP1A1-Expression in SCL-1-Zellen und synergistisch auf die
1,25(0OH)2Ds-bedingte COX-2-Stimulation in HaCaT-Keratinozyten. Auch in der Regulation
von Elementen des klassischen VDR-Signalweges zeigten sich Ahnlichkeiten und
Unterschiede zwischen den Zelllinien. Der Rezeptor (VDR) wurde entweder gar nicht (HaCaT)
oder malRig (SCL-1) reguliert. Das Zielgen (CYP24A1) dagegen wurde in beiden Zellarten
ausschlieBlich durch 1,25(0OH);Dsz induziert. Die 1,25(OH).Ds-vermittelte CYP24A1-

Stimulation wurde sogar in SCL-1-Zellen durch UV-B verstarkt.

Neben der Interaktion der untersuchten Signalwege bei der Krebsentstehung der Haut wird
somit in unseren Ergebnissen darauf hingewiesen, dass UV-B zuséatzliche Effekte im Vergleich
zu 1,25(0OH).Ds hat und seine Wirkungen nicht durch das Vitamin Dz Derivat kompensiert

werden kénnen.
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5 Diskussion

In den letzten Jahren hat eine steigende Studienzahl Giberzeugend gezeigt, dass Vitamin D3
eine essenzielle Rolle fur die Entstehung und das Fortschreiten von malignen Erkrankungen
spielt [140,168,218]. Schon langer ist bekannt, dass die Vitamin D3z Signalkaskade mit
verschiedenen, potenziell karzinogenen Kernrezeptorkaskaden interagiert [93,296,408].
Aktuelle wissenschaftliche Erkenntnisse auf dem Vitamin D3 Forschungsgebiet berichten von
einer Identifizierung des AhR und anderer Rezeptoren (z.B. ROR, RXR und LXR) als
alternative Zielrezeptoren fur nicht-klassische Vitamin Ds Metabolite [530,532,533]. Es kann
spekuliert werden, dass in den kommenden Jahren diese neuen Forschungsergebnisse einen
grofBen Einfluss auf die Krebspravention und -therapie haben werden. Im Rahmen unserer
Studie galt es festzustellen, welche Funktion das endokrine Vitamin Ds; System im
mehrstufigen, durch typische frihe (z.B. initiierte oder prakanzerdose Zellen wie AK-
Keratinozyten) und spate (z.B. vollstandig maligne Zellen wie SCC-Zellen) Stadien
charakterisierten Prozess der Photokarzinogenese der Haut hat
[77,232,310,323,445,476,544,659,734]. Wir untersuchten in-vitro die molekulare Interaktion
von zwei strukturell und funktionell dhnlichen nukledren Rezeptorkaskaden von Vitamin Ds,
die entweder durch die Bindung des klassischen biologisch aktiven Vitamin Dz Metaboliten
1,25(0OH);Ds; an den VDR (,VDR-Signalkaskade®) oder durch die Bindung nicht-klassischer
Vitamin D3 Derivate und photoreaktiver UV-B-Metabolite an den AhR (,AhR-Signalkaskade®)

aktiviert werden.

5.1 Die Signalwege des AhR und VDR in unbehandelten HaCaT-und SCL-

1-Zellen

Durch die RTgPCR-Analyse der mRNA-Expression von AhR, CYP1Al, COX2 ("AhR-
Signalweg") und von VDR und CYP24A1 ("VDR-Signalweg") konnten wir belegen, dass die
Expression elementarer Schlisselgene des VDR- oder AhR-Signalweges in verschiedenen
Karzinogenesestufen von NMSC unterschiedlich exprimiert und reguliert wird. So war die AhR-
und CYP1A1l-Expression in unbehandelten, prakanzerdosen HaCaT-Zellen viel starker als in
unbehandelten, malignen SCL-1-Zellen. Im Gegensatz dazu war die VDR-, CYP24Al- und
COX-2-Expression in unbehandelten SCL-1-Zellen hoher im Vergleich zu den HaCaT-Zellen.
In kunftigen Studien muss genauer ermittelt werden, inwieweit die stadienabh&ngige
Expressionsunterschiede von Schliisselkomponenten dieser nukledrer Signalkaskaden fir die
Hautkrebs-Karzinogenese relevant sind. Es kann gemutmaft werden, dass der

unterschiedliche Status des Tumorsuppressorproteins p53 in beiden Keratinozytenzelllinien
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zu funktionellen Modifikationen beitragt. So wurde in bisherigen Studien nicht nur festgestellt,
dass in HaCaT eine Mutation (p53mut) und in SCL-1 eine komplette Abwesenheit des p53-
Proteins (p53null) vorliegt, sondern auch dass die AhR- und VDR-Signalkaskade einem
gewebeabhangigen, p53-vermittelten Regulationsmechanismus unterliegen
[310,324,352,426,528,544,631]. AuRerdem wurde in mehreren Hautzelllinien eine Vielzahl
veranderter oder defekter molekularer Signalkaskaden entdeckt, worunter manche
charakteristische Karzinogenesemuster auslosen kénnen [83,271,445]. So wurde in HaCaT-
Zellen von einer Insuffizienz des krebserregenden, 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate
(TPA)-induzierten MEK/ERK-Signalweges und von konstitutiv aberranten Veranderungen in
der NF-kB-Signalgebung berichtet [320,481,735]. In SCC-Zellen konnten neben dem ebenfalls
defekten NF-kB-Signalweg mehrere veranderte Signalwege identifiziert werden, darunter der
NOTCH-, TGF-B-, WNT-, PI3K-AKT- und Neurotrophin-Signalweg [232,588]. Eine weitere
Uberlegung wiirde daher die Existenz einer funktionellen Deregulation der AhR- und VDR-
Signalkaskade in SCL-1- und HaCaT-Zellen betreffen, die anhand der niedrigen AhR- und
CYP1A1l-Basalwerte in SCL-1- und VDR-, CYP24A1- und COX2-Werte in HaCaT-Zellen in

unseren Ergebnissen bekraftigt wird.

5.2 Die Wirkung von UV-B und 1,25(0H).Ds auf Mitglieder der

kanonischen AhR-Signalwege in HaCaT- und SCL-1-Zellen

Um die Interaktion zwischen der AhR- und VDR-Signaltbertragung néher zu untersuchen,
behandelten wir beide Keratinozytenarten mit AhR-Liganden-generierender UV-B-Strahlung
und/oder dem Kklassischen VDR-Liganden 1,25(0OH).;Ds, seinem Vorlaufer und partialen
Antagonisten 25(0OH)Ds und einem effektiven AhR-Antagonisten, CH223191 [24,365,651].
Wichtig ist anzumerken, dass es uns nicht gelungen ist, die kirzlich als AhR-Liganden
identifizierten, nicht-klassischen Vitamin Dz Hydroxyderivate 20(OH)Ds3;, 1,20(OH)2Ds,
20,23(0OH).D3s und 17,20,23(0OH).Ds; im Rahmen dieser Forschungsarbeit zu erhalten und
anzuwenden. Es wurde auRerdem untersucht, ob die UV-B-Auswirkungen auf die Expression
der nuklearen und zytoplasmatischen AhR-Zielgene lber die UV-B-angeregte kutane Vitamin
Ds; Synthese von Metaboliten wie 1,25(0OH).Ds; oder 25(OH)D3 vermittelt wird. Ein derartiger
Befund kdnnte darauf hinweisen, dass die externe Vitamin D3z Supplementierung (in Form von
Tabletten oder Tropfen) die Auswirkungen der solaren UV-B-Strahlung auf die AhR- und VDR-
Signalkaskade kompensieren kdnnte. Bislang gibt es wenige Studien, die die Auswirkungen
von 1,25(0OH);Ds auf die Expression des AhR und seiner Zielgene untersucht haben. Dabei
wurden verschiedene Organsysteme analysiert, darunter humane epidermale und orale

Keratinozytenlinien als auch Makrophagen, Monozyten und Zellen aus Brustkrebs- und
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Nierenepithelgewebe [356,357,556]. Bis jetzt gab es jedoch keine Berichte zu Untersuchungen
in kutanen Plattenepithelkarzinom (SCC)-Zellen [321,533]. In dieser Arbeit belegen wir, dass
die vollkommen karzinogene UV-B-Strahlung und das tumorsuppressive 1,25(0OH).Ds
unterschiedliche Auswirkungen auf die Expression von essenziellen Kernelementen des VDR-
und AhR-Signalweges haben. Aus den Ergebnissen unserer Untersuchungen, die keine
eindeutigen Schlussfolgerungen zulassen, kann die Annahme, dass die beobachteten UV-B-
Auswirkungen auf den AhR-Signalweg Uber die UV-B-induzierte kutane 1,25(OH)2Ds-

Produktion vermittelt werden, nicht unterstitzt werden.

Aus unseren mRNA-Analysen geht hervor, dass UV-B-Strahlung die Expression von Genen,
die fur wichtige Proteine der AhR-Signalgebung kodieren, in Keratinozyten mit phanotypischen
Merkmalen friher (HaCaT) und spater (SCL-1) Stadien der Hautkarzinogenese
unterschiedlich reguliert. Die genetische Transkription von CYP1Al wurde in HaCaT- und
SCL-1-Zellen durch 1,25(0OH).D:; und UV-B differentiell reguliert. Die CYP1Al-mRNA-
Induktion war in malignen SCL-1-Zellen nach der Behandlung mit 1,25(OH).Ds starker (6,9-
fache Induktion im Vergleich zur Kontrolle) als nach der UV-B-Bestrahlung (2,4-fache Induktion
im Vergleich zur Kontrolle). In prakanzerbésen HaCaT-Zellen wurden entgegengesetzte
Ergebnisse beobachtet, so dass die CYP1A1l-mRNA-Induktion nach der Bestrahlung mit UV-
B potenter (7,7-fache Induktion im Vergleich zur Kontrolle) als nach der 1,25(OH).Ds-
Behandlung (2,8-fache Induktion im Vergleich zur Kontrolle) war.

In der Vergangenheit wurde nachgewiesen, dass eine Vermehrung des intrazellularen Ca?*
und die dadurch angeregte Zelldifferenzierung zur Regulation der CYP1Al-Expression
beitragt [145,177,615]. 1,25(0OH).Ds ist von immenser Bedeutung fiir den Ca?*-Stoffwechsel,
so dass die Kontrolle der Ca?*-Homdoostase als eine der ersten und wichtigsten Funktionen
des aktiven Vitamin Ds; Metaboliten entdeckt worden ist [117]. Durch vielféltige
Regulationsmechanismen fordert 1,25(0OH).Ds; den intrazellularen Ca?*-Einstrom und
beglnstigt die Zelldifferenzierung in humanen Hautzellen, Krebszellen im Dickdarm,
Stammzellen und Fibroblasten [78,142,162,516,535]. Somit kann spekuliert werden, dass die
CYP1A1-mRNA-Aktivitdat durch die differenzierungsfordernde Wirkung von 1,25(0OH).D3

reguliert wird.

Durch die Kombinationsbehandlung mit 1,25(OH).Ds und UV-B wurde die CYP1A1-mRNA-
Aktivitat noch weiter verstarkt. Experimentelle Berichte haben gezeigt, dass schon minimale
UV-B-Strahlungsstarken im Dosisbereich von 18 mJ/cm? ausreichend sind, um die kutane
1,25(0OH)2Ds-Synthese in-vivo zu stimulieren [358]. Es kann angenommen werden, dass die
durch UV-B-angeregte, endogene 1,25(0OH).Ds-Produktion zur zusatzlichen Verstarkung der
bereits vorhandenen, 1,25(0OH).Ds-induzierten CYP1A1-mRNA-Expression fuihrt. Wahrend die

meisten Studien die Regulation der CYP1Al-Expression ausschlieBlich auf den AhR
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zuriickfuhren, berichten manche von einer AhR-unabhéangigen CYP1A1-Induktion [98,340].
Eine kumulative Studie fand heraus, dass die Induktion von CYP1A1 durch Pharmazeutika
und Giftstoffe in-vivo und in-vitro zwar ein hochst empfindlicher, aber nicht spezifischer
Indikator fUr die Bindung und Aktivierung des AhR ist [225]. Durch unsere Ergebnisse kann
die Aktivierung und Beteiligung anderer Kernrezeptoren, die ebenfalls regulative
Auswirkungen auf die CYP1A1-Aktivitat vermitteln kénnen, nicht ausgeschlossen werden. So
konnte der Ostrogenrezeptor (ER), der in verschiedenen Krebsarten einer konzentrations-
abgangigen 1,25(0OH):Ds-Regulation unterliegt, als ein unabdingbarer Faktor fur die AhR-
Aktivierung und nachgeschaltete Hochregulierung seines klassischen Zielgens CYP1Al
nachgewiesen werden [121,416,417,573]. Der Pregnan-X-Rezeptor (PXR), der wie der AhR
zur nuklearen Rezeptorfamilie gehort, besitzt funktionelle Voraussetzungen um den
Stoffwechsel von xenobiotischen Substanzen im menschlichen Korper zu modulieren
[172,266,347]. Er ist an der SCC-Karzinogenese involviert, weist strukturelle und funktionelle
Ahnlichkeiten zum AhR und VDR auf und reguliert die molekulare Aktivitat der AhR-Zielgene
CYP1A1l und CYP1A2 [344,432,479,548,553,561,725]. Im Jahr 2015 hat die
Forschungsgruppe von Wilkens eine Verbindung des PXR zum Vitamin D3z Signalsystem
nachgewiesen, da die systemische Behandlung mit 1,25(0OH).Ds; die mRNA-Aktivitat des PXR
in tierischen Nierenzellen hochregulierte [627]. In der Leber und im extrahepatischen Gewebe
wurde ein weiterer nukledrer Rezeptor, der Constitutive-Androstane-Receptor (CAR), als AhR-
Zielgen identifiziert und durch die AhR-Aktivierung mit einem ahnlichen Zeitmuster wie die
klassischen AhR-Zielgene hochreguliert [435]. Ahnlich zum PXR fiihrte die CAR-Aktivierung
zur verstarkten Induktion der CYP1A1- und CYP1A2-Expression [344]. Interessanterweise
wurden fir den PXR und CAR auch Wechselwirkungen mit dem VDR beschrieben, und durch
konkurrierende Interaktion der drei Transkriptionsfaktoren eine Rolle in der Regulation der
basalen Genexpression von Cytochromen wie CYP3A4, CYP2B6 und CYP2C9 vorgeschlagen
[112,378,433]. Einen weiteren Hinweis auf eine unmittelbare AhR- und VDR-Korrelation liefert
die Wechselwirkung des VDR-Dimerisierungspartners RXR mit dem AhR. So wurde belegt,
dass die TCDD-induzierte AhR-Aktivierung die Funktion des RXR und Transkription der von
ihm regulierten Gene regelrecht beeinflusst [22,336,376,407,574,623]. Auch andere CYP1A1-
regulierende Kernrezeptoren wie der Glucocorticoid-Rezeptor (GR) oder der Retinoid-Saure-
Rezeptor (RAR) konnten molekulare Wechselwirkungen mit dem VDR-Liganden 1,25(OH).D3
aufweisen [206,220,533,543].

In Einklang mit bereits verdffentlichten Literaturberichten, induzierte die Bestrahlung mit einer

einmaligen UV-B-Dosis von 50 J/cm? die Expression der AhR- und CYP1A1-mRNA in HaCaT-

Zellen [365]. Dadurch wird in diesen Zellen angedeutet, dass die funktionelle Integritat in der

UV-B-induzierten Regulation der AhR-Signalgebung erhalten bleibt. 1,25(0OH):Ds in einer

Dosierung von 10”7 M konnte dagegen keinen bemerkbaren Effekt auf die Regulation der AhR-
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Expression in HaCaT- und SCL-1-Zellen vorweisen. Ahnliche Ergebnisse wurden von der
Forschungsgruppe von Slominski berichtet, die mithilfe von Lumineszenz-Assays die
Interaktion von Hydroxyvitamin Ds Derivaten und dem AhR in Keratinozyten untersuchte und
eine dosisabhéangige, 1,25(0OH).Ds-induzierte AhR-Stimulation entdeckte [533]. Wahrend bei
einer 1,25(0H),Ds-Dosis von 10”7 M keine AhR-Aktivitat detektiert wurde, fuhrten Dosierungen
ab 10 M zu einer steigenden AhR-Expression.

Die UV-B-Bestrahlung (50 J/cm?) induzierte auch in SCL-1-Zellen die Expression der beiden
Kernelemente des AhR-Signalweges, AhR und CYP1Al. Die CYP1A1-mRNA wurde nach
1,25(OH).Ds-Behandlung unerwartet stark hochreguliert, so dass sie 7-mal starker als nach
der Behandlung der Kontrollgruppe und 2,5-mal potenter als nach der UV-B-Bestrahlung war.
Eine Wechselwirkung zwischen dem AhR und dem zentralen Inflammationsmediator NF-kB
wurde bei der Inhibition der CYP1A1-Genexpression durch proinflammatorische Zytokine
berichtet [256,574,736]. In menschlichen HaCaT- und Hepatom-Zellen konnte gezeigt werden,
dass diese Unterdrickungsphase unmittelbar nach einer Bestrahlung mit physiologisch
relevanten UV-B-Dosen auftritt und nachweislich durch eine erhéhte NF-kB Aktivitat vermittelt
wird. Wahrend der CYP1A1-mRNA-Spiegel innerhalb der ersten 3h nach UV-B-Bestrahlung
NF-kB-vermittelt unter die Kontrollwerte sinkt, kommt es nach 9h AhR-abhangig zur
zweifachen Geninduktion [338]. Eine konstante Aktivierung von NF-kB ist auf exzessive
chronische Entziindungen und Aktivierung onkogener Elemente zuriickzufihren und kann
durch Bildung einer entziindlichen Mikroumgebung das Fortschreiten von Malignomen
beglnstigen [233,252]. Es ist nicht verwunderlich, dass mehrere Studien eine hohe NF-kB-
Aktivitat in SCCs verschiedener Lokalisation festgestellt haben, darunter im Kopf-Halsbereich
und im oralen Subtyp [114,159,605]. Eine plausible Erklarung kénnte dafir sein, dass die
konstitutiv erhohte, inflammations-assoziierte NF-kB-Aktivitat in karzinogenen SCL-1-Zellen
zu einer langer anhaltenden CYP1Al-Unterdriickung als in prakarzinogenen HaCaT-Zellen
fuhrt, so dass die UV-B-induzierte, AhR-vermittelte CYP1Al-Hochregulierung erst spater
eintritt. Bis dato haben wenige Studien Uber eine Wirkung von 1,25(OH).D3 auf das AhR-
Zielgen CYP1A1 Berichte erstattet, wobei keine davon in SCC der Haut durchgefuhrt worden
ist [321,533]. Um den Mechanismus hinter diesem Ergebnis weiter zu analysieren,
verwendeten wir den AhR-Antagonist CH223191 und untersuchten, ob die mRNA-Induktion
von CYP1A1l in HaCaT- und SCL-1-Zellen AhR-abhangig ist. Die CH223191-Behandlung
fuhrte zur Unterdriickung der CYP1A1-mRNA-Expression in beiden Zelllinien unter allen

Versuchsbedingungen.

99



Diskussion

5.3 Die potenzielle Rolle der kanonischen AhR-Signalwege in den Anti-

Krebs-Mechanismen von 1,25(0OH)2Ds

In zahlreichen Gewebearten wurde nachgewiesen, dass der aktive Vitamin D3 Metabolit
1,25(0OH)2Ds Uber direkte (z.B. Regulierung des Zellzyklus, Induktion der Apoptose, Hemmung
der Angiogenese und der Tumorinvasivitat, -metastasierung und -proliferation) und indirekte
(z.B. Regulierung der Immunmodulation, Wirkung auf die Mikroumgebung des Tumors)
Mechanismen zur Entfaltung krebshemmender Wirkungen befahigt ist [41,528]. Das
klassische AhR-Zielgen CYP1A1 wurde bis jetzt aufgrund seiner prokarzinogen-aktivierenden
Eigenschaften mit dem Karzinogenese-Metabolismus in Verbindung gebracht. Manche
Studien dokumentierten jedoch einen krebspréaventiven Beitrag [18]. In Anbetracht unserer
Ergebnisse wéare es moglich zu folgern, dass Bestandteile der AhR-Signalkaskade zumindest

teilweise zur 1,25(0OH).Ds-vermittelten Anti-Tumor-Wirkung beitragen.

1,25(0OH).Ds kann durch die Regulierung von verschiedenen Checkpoints den Zellzyklus direkt
und effektiv modulieren [41]. Durch die Bindung von 1,25(OH).D3 an die Promotorregion von
p21- und p27-kodierenden Genen wird die Cyclin-abhédngige Kinase (CDK) gehemmt. Die
dadurch erniedrigte Cyclin D1-Expression fiihrt in der G1-Phase des Zellzyklus zum Stillstand
[41,528]. Es ist bewiesen, dass es durch eine liganden-bedingte AhR-Stimulation ebenfalls
zum Zellzyklusstillstand in der G1-Phase kommen kann, da durch den AhR nicht nur CYP1A1
verstarkt exprimiert wird, sondern auch p21 und p27 [197,737]. Ein weiterer 1,25(OH);Ds-
Mechanismus, der flr die Zellzyklusregulierung von Bedeutung ist, wird durch die Stimulation
verschiedener molekularer Signalwege vermittelt. Es wurde dokumentiert, dass intrazellulare
Kinasewege (z.B. ERK, PI3K), Wege des TGF-f und Signalwege von Insulin-dhnlichen
Wachstumsfaktor-bindenden Proteinen (IGF-BP) mit der AhR-Signalkaskade auf molekularer
Ebene interagieren [75,305,309,393,579,738,739]. Uber die 1,25(0H),Ds-bedingte Aktivierung
der PKC, die fur die Genexpressionsregulation, Zelldifferenzierung, Mobilitdit und
Metastasierung wichtig ist, werden MAPK1 und MAPK2 hochreguliert [528]. Bei den MAPK
handelt es sich um Proteinkinasen, die neben dem Zellwachstum auch Transkriptionsfaktoren
und Chromatinproteine im Melanom modulieren [229]. Diesbeziiglich wurde nicht nur gezeigt,
dass die PKC-Aktivitat fur die AhR-Signalgebung in manchen Zellen unabdingbar ist, sondern
auch dass TCDD-aktivierte MAPKSs fur die Gentranskription des AhR und CYP1A1-Expression
von grof3er Bedeutung sind [98,557].

1,25(0OH)2Ds kann durch Hemmung der Angiogenese die Nahrstoffversorgung von bdsartigen
Geschwilsten unterbrechen [528]. Neben der Inhibition von IL-8, die erst durch die Interaktion
des Vitamin Dz Metabolits mit NF-kB ermdgglicht wird, scheint auch die Unterdriickung von

Wachstumsfaktoren (z.B. VEGF, PDGF) und des Transkriptiosfaktors Hypoxie-induzierbarer
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Faktor 1a (HIF1a) Teil dieser Funktion zu sein [390]. Potenzielle Wechselwirkungen zwischen
dem NF-kB- und AhR-Signhalweg sind in zahlreichen Immunzellen, die im Xenobiotika-
Stoffwechsel und bei der Karzinogenese beteiligt sind, eingehend untersucht worden. Neben
der bereits erwahnten Rolle von NF-kB bei der UV-B-abhéngigen AhR-Signalgebung wurde
auch bei der Peptidoglykan-induzierten IL-8-Expression in menschlichen Sebozyten eine

Interaktion der beiden Signalwege festgestellt [222,338].

Ein weiteres Ziel von 1,25(0OH).Ds ist der Hh-Signalweg, dessen deregulierte Funktion durch
Genmutationen oder unkontrollierte Hh-Ligandenproduktion verursacht wird und zur
Entstehung von Hautkrebs fuhrt [181,244,410]. 1,25(OH).Ds greift in die Regulation des Hh-
Zielgens GLI1 ein und hemmt die unkontrollierte Zellproliferation und weitere Hh-
SignalUbertragung [563]. Desgleichen konnten in-vivo-Berichte feststellen, dass die AhR-
Signalisierung im Medulloblastom den Hh-Signalweg hemmt. Im Gegensatz zu seinen bisher
beschriebenen, krebsférdernden Eigenschaften wurde in diesen Zellen der AhR als potenter
Tumorsuppressor identifiziert [504]. Die genaue Rolle von CYP1ALl in der Regulation der Hh-
SignalUbertragung und der Ausfiihrung von tumorsuppressiven Funktionen bleibt jedoch noch

ungeklart.

Die indirekten 1,25(0OH).Ds-Effekte zur Krebsbekdmpfung werden vorwiegend im
Tumormikromilieu ausgefiihrt. Durch vielfaltige Mechanismen moduliert 1,25(0OH).Ds
verschiedene Immunmediatoren (z.B. DNA-Methylierung von CpG-Regionen, Produktion von
IL-18 und TNF-a), potenziell mutagene Stoffwechselkaskaden (z.B. Hemmung der ER-
SignalUbertragung durch Inhibition von CYP19A1, Herabregulierung von 27-
Hydroxycholesterin und CYP27A1) und homdostatische Prozesse (z.B. Inhibition der Pyruvat
Carboxylase, Induktion der CYP3A4-Expression, Verringerung der AMP-Hydrolyse und
Adenosin Produktion) im umliegenden Gewebe [41]. Diverse Studien zeigen, dass
Kernelemente der AhR-Signalkaskade mit manchen dieser komplexen molekularen Ablaufe
assoziiert sind. So ist TNF-a ein potenter Stimulator der AhR- und CYP1Al-Expression in
menschlichen Speichelzellen [113]. Zudem hemmt der AhR die ER-Expression in Zellen der
Gebarmutter und Brustkrebszellen, wahrend typische AhR-Liganden (z.B. TCDD) die
Expression der CYP3A4-mRNA in Leberzellkarzinom-Zellen stimulieren [282,359].
Interessanterweise wird die Xenobiotika-aktivierte CYP3A4-Induktion weitgehend durch den
PXR reguliert, der in zahlreichen Studien fir seine Interaktion mit dem AhR bekannt ist
[171,280,462,740]. Somit ware es denkbar, dass Elemente der AhR-Signalkaskade die
Aktivitat des CYP3A4-Gens regulieren.

Um zu Uberprifen, ob die Hochregulierung der CYP1A1-mRNA ein VDR-abhangiger Prozess
ist, wurden beide Zelllinien mit dem partiellen VDR-Hemmer 25(OH)Ds inkubiert. Die

gleichzeitige Behandlung mit 25(OH)Ds induzierte bzw. unterdrickte die mRNA-Expression
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von CYP1Al in 1,25(0OH).;Ds- bzw. in EtOH-behandelten Zellen. Daraus konnten wir die
Schlussfolgerung ziehen, dass 25(0OH)D3; zumindest in HaCaT-Zellen nicht als partieller VDR-
Inhibitor wirkt. Es ist bekannt, dass sich 25(OH)Ds; und manche Cytochrom-Enzym-Isoformen
gegenseitig regulieren, darunter auch Mitglieder der AhR-relevanten CYP1 Familie. So
verstoffwechseln  CYP3A4 und CYP27A1 den Vitamin Ds Metabolit mittels einer
Hydroxylierungsreaktion wahrend wasserlosliche 25(0OH)Ds-Metabolite CYP3A4 regulieren,
um den Dickdarm vor einer toxischen Akkumulation von Lithocholsaure zu schitzen
[140,613,614,741]. In einer klinischen Studie wurde eine Interaktion zwischen den AhR-
Zielgenen CYP1Al und CYP1B1 und 25(OH)Ds-Serumspiegeln beobachtet, da sie
synergistisch auf den Blutdruck von Patienten wirkten, die an einer arterieller Hypertonie
erkrankt waren [428]. Obwohl eine experimentelle Studie die Effekte von 1,25(OH).Ds; und
nicht-klassischer Vitamin Dz Hydroxymetabolite auf die Regulation von AhR-Zielgenen in
Keratinozyten schon untersucht hat, wurde die potenzielle Wirkung von 25(OH)Ds nicht gepriift
[533]. In unserer Arbeit wird zum ersten Mal ein 25(OH)Ds-vermittelter Effekt auf die CYP1A1-
MRNA erfasst. Auf3erdem ist 25(OH)D3 ein Vorlaufer der aktiven Vitamin Dz Form und kann in
Keratinozyten zu 1,25(0OH);Ds; umgewandelt werden [35,40,311]. Dadurch kdnnte 25(OH)Ds
eine agonistische Aktivitdt auf den VDR ausiben, die die 1,25(OH),Ds-Wirkung auf die
CYP1Al-Expression noch weiter verstarken wirde und somit die 25(OH)Ds-vermittelte
CYP1A1-Hochregulierung erklaren wirde. Die Mechanismen allerdings, durch die 25(0OH)Ds
die CYP1Al-Expression hemmt, werden in unserer Studie nicht weiter analysiert und mussten

in weiteren Untersuchungen abgeklart werden.

5.4 Die Wirkung von UV-B und 1,25(0OH).D3 auf Mitglieder der nicht-

kanonischen AhR-Signalwege in HaCaT- und SCL-1-Zellen

Wir untersuchten die mRNA-Aktivitat von COX-2, eines nicht-klassischen Schliisselelements
des AhR-Signalweges, in HaCaT- und SCL-1-Zellen. In unbehandelten SCL-1-Zellen, die den
malignen Phanotyp des cSCC reprasentieren, konnten wir eine starkere COX-2-mRNA-
Expression detektieren als in den prdkanzertsen, AK-homologen HaCaT-Zellen. Eine der
ersten Studien zur Erforschung von COX-2 in der menschlichen Haut zeigte anhand von COX-
1- und COX-2-Immunfarbungen, dass beide Isoenzyme vorzugsweise in den differenzierteren
Hautschichten des SCC exprimiert werden. AufRerdem fiihrte die Erh6hung der extrazellularen
Ca?*-Konzentration, eines Stimulus fiur die Keratinozytendifferenzierung, zu einer erhohten
Expression von COX-2-Protein und -mRNA [318]. In weiteren Projekten wurde berichtet, dass
die normale menschliche Haut eine minimale COX-2-Féarbung in Regionen mit differenzierterer

Epidermis aufzeigt. Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen, wiesen AK eine deutliche
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COX-2-Féarbung auf, die die gesamte Dicke der Epidermis durchdrang, allerdings mit
geringerer Intensitat verglichen zum SCC [57,406]. Interessanterweise wurde COX-2 nicht nur
in der oberflachlich liegenden, sonnenexponierten Epidermis, sondern auch in den SCC-
Tumornestern detektiert [57]. Aus unseren Ergebnissen ergeben sich Hinweise, dass eine
steigende COX-2-Expression, mit potenziell nachfolgend erhéhten PGE; Spiegeln, mit einer
erhdhten Neigung zu invasivem Verhalten und Malignitdt in Hautzellen korreliert
[264,581,593].

In malignen SCL-1-Zellen wurde nach UV-B-Bestrahlung die COX-2-Expression ca. 4-mal
starker als in der Kontrollgruppe und 2-mal starker als nach der 1,25(OH).Ds-Behandlung
stimuliert. In einigen Studien wurde nachgewiesen, dass eine wiederholte UV-B-Exposition mit
einer chronischen Aktivierung von COX-2 und entziindungsférdernden Zytokinen in der Haut
und in Plattenepithelkarzinomen assoziiert ist [57,125]. In diesem Prozess beobachtete die
Arbeitsgruppe von Fritsche eine regulatorische Beteiligung des AhR, der die UV-B-induzierte
EGFR-Aktivierung und Stimulation der COX-2-mRNA- and Proteinexpression vermittelte.
Somit wurde COX-2 als Zielgen des UV-B-aktivierten AhR im Zytoplasma beschrieben [155].
Weitere molekulare Mechanismen, die die UV-B-induzierte COX-2 Stimulation vermitteln,
kénnen basierend auf unseren Ergebnissen nicht ausgeschlossen werden. So schalten nach
UV-Absorption die gebildeten ROS die Rezeptor-Typ Protein-Tyrosin-Phosphatase-j (RTPTP))
aus, wodurch EGFR aktiviert wird [742]. Dadurch werden verschiedene Signalwege stimuliert
(PI3K/ Akt und Ras/Rac1/p38 MAPK) und Uber die zusatzliche NADPH-Aktivierung weitere
ROS erzeugt [26,604,638]. Die anschlieRende Inaktivierung der Glykogensynthase-Kinase-3b
(GSK3b) und Aktivierung von p38 fordert die Bindung des CRE-Bindungsproteins an den
COX-2-Promotor und aktiviert die COX-2 Transkription [26,565,566]. In prékanzerdsen
HaCaT-Keratinozyten zeigten sich entgegengesetzte Ergebnisse. Nach Behandlung mit
1,25(0OH)2Ds wurde die COX-2-mRNA ungefahr 16-mal starker im Vergleich zur Behandlung
der Kontrollgruppe und 3-mal starker als nach UV-B-Behandlung hochreguliert. Aul3erdem
wurde ein synergistischer Effekt des VDR-Liganden 1,25(0OH).D3; und der AhR-induzierenden
UV-B-Strahlung auf die COX-2-Genexpression beobachtet. Obwohl es viele Berichte gibt, die
die entzindungshemmende Wirkung von 1,25(OH):Ds; durch die Hemmung der COX-2-
Expression belegen, haben einige Daten gezeigt, dass 1,25(0H).D3; die COX-2-Expression in
Epithelzellen verstarkt [277,328,571,610]. Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen,
berichtete die Forschungsgruppe von Ravid eine zeitabhéngige, 1,25(0OH).Ds-induzierte
Hochregulierung der COX-2-mRNA- und -Proteinexpression und nachgeschaltete Zunahme
der PGE»-Synthese in NHEK- und HaCaT-Zellen [467]. Jingste Studien haben in Kaposi-
Sarkom-assoziierten Endothelzellen festgestellt, dass die 1,25(OH).Ds-vermittelte COX-2-
Stimulation VDR-abhangig ist [567]. Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen, anti-
entziindlichen Funktionen des aktiven Vitamin Ds; Derivates wird zusammen mit unseren
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Ergebnissen eine mdgliche pro-inflammatorische und krebsférdernde 1,25(0OH).Ds-Wirkung
unterstrichen, womit eine weitere Bestatigung des ,Janus-Gesichts* von Calcitriol als Férderer

und Dampfer von Hautentzindungen geboten wird.

5.5 Die Wirkung von UV-B und 1,25(0OH).Ds auf Mitglieder der VDR-

Signalwege in HaCaT- und SCL-1-Zellen

Die mRNA-Expression von VDR und CYP24A1 war in unbehandelten, karzinogenen SCL-1-
Zellen starker als in prakarzinogenen HaCaT-Zellen. Ubereinstimmend mit diesen
Beobachtungen wurde gezeigt, dass die Expression von Schlisselkomponenten des
endokrinen Vitamin D3 Systems (VDR, CYP24A1, CYP27B1) in BCC und SCC im Vergleich
zu nicht-krebsartigen Hautzellen hoher ist [471,598]. Nach UV-B-Bestrahlung von VDR KO-
Mausen wurde auf gesunder Haut die Entwicklung von SCC-Tumoren beobachtet [123,598].
Dadurch wurde neben der Existenz des VDR und Vitamin Dz metabolisierender Enzyme in der
Haut auch auf eine schiitzende Rolle des VDR-Signalweges hingewiesen. Aul3erdem wurden
verschiedene VDR-Polymorphismen mit einem erhdhten Risiko fiir die Entwicklung von AK
und SCC in Verbindung gebracht [69,192]. Dies deutet darauf hin, dass der endogene
Metabolismus von Vitamin D; und VDR-regulierten Transkripten das Wachstum von weil3em
Hautkrebs und damit verbundene molekulare Mechanismen potenziell reguliert. HaCaT-Zellen
exprimieren auch den VDR, im Gegensatz zu SCL-1-Zellen aber kbnnen sie nur geringe
Mengen an 1,25(0OH).D; produzieren und somit den Vitamin D3z Metabolismus und dessen
transkriptionelle Aktivitat womaoglich nur schwach ankurbeln [470,743]. Dadurch kdnnte es in
diesen Zellen zu einer schwéacheren VDR- und CYP24A1-Stimulation als in SCL-1-Zellen

kommen.

Wahrend 1,25(0OH):D:; die CYP24A1-mRNA-Expression in HaCaT- und SCL-1-Zellen
signifikant hochregulierte, hat es die transkriptionelle Aktivitat des VDR im Vergleich zur
Kontrollgruppe entweder nur geringfigig veradndert (HaCaT) oder sogar herunterreguliert
(SCL-1). Obwohl CYP24A1 im endogenen Vitamin Dz System das wichtigste metabolisierende
Enzym von 25(OH)D:; und 1,25(OH).Ds; darstellt, wurden dem VDR-Zielgen potenziell
onkogene Eigenschaften zugeschrieben [12,221,577]. So stellte man nicht nur erhdhte
CYP24A1-mRNA-Spiegel in verschiedenen Krebsarten einschlieBlich NMSC fest, sondern
offenbarte in diesen Tumoren auch eine positive Korrelation zwischen der CYP24A1-
Expression und einer schlechteren Krankheitsprognose [50,253,367,518]. Im Einklang mit
diesen Erkenntnissen war in unserer Studie die CYP24A1-mRNA-Stimulation in
unbehandelten, vollkommen malignen SCL-1-Zellen viel starker als in prakanzerésen HaCaT-

Zellen. Erhohte CYP24A1-mRNA-Werte konnten zu einer erhdohten Metabolisierung und
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raschen Inaktivierung von 1,25(0OH).;Ds fuhren, wodurch seine tumorprotektive Wirkung
teilweise oder komplett entfallen wirde. Eine mdgliche Spekulation ware, dass die hohen
CYP24A1-mRNA-Spiegel durch eine genetische Fehlregulation und unkontrollierte
Uberexpression des CYP24Al1-Gens selbst zustande kommen, und nicht durch eine
Hochregulierung (ber den physiologischen 1,25(0OH).Ds/VDR-Signalweg. Ahnlich wie bei
CYP1A1l im klassischen AhR-Signalweg, erhéhte die Kombination von 1,25(0OH).Ds; und UV-
B die mRNA-Aktivitat von CYP24A1 in SCL-1-Zellen sogar noch starker.

Die 1,25(OH).Ds-induzierte CYP24Al-Expression in HaCaT-Zellen war 100-mal starker als in
SCL-1-Zellen. Der Status des Tumorsuppressors p53 der prakanzerésen HaCaT- (p53mut)
und malignen SCL-1-Keratinozyten (p53null) als auch die molekulare Interaktion von p53 und
VDR scheinen zu unserem Ergebnis beizutragen. In gesunden Zellen schiitzt das p53-Protein
vor fatalen DNA-Schéden durch die Induktion der Apoptose, den Zellzyklus-Arrest oder die
Zellalterung [366]. In manchen Tumoren wurden neue p53-vermittelte Funktionsweisen
festgestellt. Das mutierte und krebsassoziierte p53 (p53mut) kann neue Eigenschaften
entwickeln (sog. Funktionsgewinn, engl. gain-of-function, GOF), die es ihm ermdéglichen die
molekulare Wirkung von 1,25(0OH).Ds zu imitieren [528]. So kann p53mut, unabhangig von
1,25(0OH)2Ds, mit dem VDR interagieren und die Expression von VDR-regulierten Genen als
auch die VDR-Translokation und nukledre Akkumulation férdern [547]. Da diese Effekte nach
einer 1,25(0OH).Ds-Supplementierung noch weiter verstarkt werden, ware in p53-mutierten
Zellen (wie den HaCaT-Keratinozyten) auch eine starkere Expression von VDR-Zielgenen zu
erwarten [547]. AulRerdem kehrte das mutierte p53-Protein die pro-apoptotische Wirkung von
1,25(0OH)2Ds um und verwandelte es in ein anti-apoptotisches Agens [547]. Somit moduliert
der p53-Status die biologische Funktion von 1,25(0OH),Ds in Krebsvorstufen und Tumoren der
Haut und dereguliert die tumorsuppressive Wirkung des VDR-Signalweges. Da auch
klassische und nicht-klassische Kernelemente der AhR-Signalkaskade (CYP1Al und COX-2)
nachweislich durch das p53 reguliert werden, kénnte der AhR-Signalweg ahnliche Effekte in
Zusammenarbeit mit 1,25(OH).D3 erfahren [74,129,193,631]. Unsere Ergebnisse bestétigen
diese Annahme nur fur COX-2, da seine genetische Transkription nach 1,25(OH).Ds-

Behandlung in HaCaT- fast 10-mal starker war als in SCL-1-Zellen.

Neben der apoptosehemmenden Wirkung von 1,25(OH).Ds3, die auch durch TNFa, den TNF-
verwandten Apoptose-induzierenden Liganden (TRAIL) und den Fas-Liganden (FasL)
ausgeldst wird, schitzt der aktive Vitamin Ds; Metabolit vor UV-bedingten Zellschaden und
zytotoxischen Substanzen [116,547]. Jungste Forschungserkentnisse zweifeln jedoch an der
Exklusivitat der krebshemmenden Funktion von 1,25(0OH).Ds und spekulieren tiber schadliche

und krebsfordernde Effekte, so dass die molekularen Mechanismen, die die Beziehung von
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1,25(0OH)2Ds und der Hauttumorentstehung definieren, unbedingt weiterer Klarung bedurfen
[41,528].

5.6 Cross-talk zwischen Signalwegen des AhR und VDR

Zusammenfassend zeigen wir eine differentielle Regulierung des AhR- und VDR-Signhalweges
in HaCaT-Zellen im Vergleich zu SCL-1-Zellen als auch nach Behandlung mit AhR-
stimulierender UV-B-Strahlung im Vergleich zur Behandlung mit VDR-aktivierendem
1,25(0OH).Ds. Die unerwartete Interaktion des potenten VDR-Ligandes 1,25(0OH).Ds: mit
klassischen und nicht-klassischen, krebsfordernden AhR-Signalelementen als auch mit
seinem eigenen, potenziell onkogenen Zielgen deutet darauf hin, dass das hochgradig
orchestrierte und komplexe molekulare Netzwerk der AhR- und VDR-Signalkaskade zur
Photokarzinogenese von weiRem Hautkrebs beitragen kann. Die Behandlung von
prékarzinogenen und malignen Keratinozyten mit UV-B-Strahlung hat in der menschlichen
Haut zusatzliche biologische Wirkungen im Vergleich zur Behandlung mit 1,25(OH).D3
hervorgerufen. Durch unsere Ergebnisse wird die Annahme verstarkt, dass die orale
Aufnahme von Vitamin D3 (z.B. durch Lebensmittel oder Nahrungsergénzungsmittel) nicht alle
Auswirkungen von solarer UV-B-Strahlung auf den menschlichen Organismus und die
Gesundheit ausgleichen kann, wozu auch die Auswirkungen nicht-klassischer, AhR-
aktivierender Vitamin D3 Derivate gehdren. Unsere Arbeit bietet eine optimale Vorlage fir
zuklnftliche und ausfihrlichere Untersuchungen, um die genauen Mechanismen hinter
unseren Ergebnissen ans Licht zu bringen. Eine grindliche Abklarung der zugrundeliegenden
pathophysiologischen und klinischen Relevanz unserer Daten ist mithilfe von vielfaltigen
medizinischen Studientypen moglicherweise erforderlich. Fortgeschrittene Nachweis- und
Testmethoden, andere gesunde, pramaligne und bdsartige Hautzelllinien und -typen, weitere
CYP1A1- und CYP24A1l-assoziierte Signalwege, erweiterte Untersuchungszeitpunkte sowie
verschiedene 1,25(0OH).Ds-Konzentrationen, UV-B-Dosen und Strahlungsarten sollten in
Betracht gezogen werden, um neue Perspektiven fur die Pravention und Behandlung von

hellem Hautkrebs zu eréffnen.
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10 Anhang

HaCaT-Keratinozyten und SCL-1-Zellen:

RTgPCR: Genexpression ohne Behandlung (1 Mittelwert = 6 Messungen)

AhR-mRNA:
2-AACt
HaCaT SA SCL-1 SA p-Wert
Oh 1,00 0,00 0,32 0,25 0,0001
6h 2,10 0,94 0,43 0,32 0,0020
12h 1,57 0,33 0,25 0,18 0,0000
18h 1,21 0,42 0,33 0,30 0,0020
24h 2,00 1,28 0,49 0,40 0,0199
AUC 29,12 13,81 2,21 3,07 0,0009
CYP1A1-mRNA:
2-AACt
HaCaT SA SCL-1 SA p-Wert
Oh 1,00 0,00 0,27 0,10 0,0000
6h 2,35 1,23 0,83 0,67 0,0245
12h 3,69 3,60 0,50 0,24 0,0558
18h 2,83 2,42 0,31 0,12 0,0291
24h 1,94 0,97 0,30 0,09 0,0021
AUC 110,57 129,31 3,21 2,70 0,0694
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COX-2-mRNA:
2-AACt
HaCaT SA SCL-1 SA p-Wert
Oh 1,00 0,00 2,56 2,38 0,1396
6h 6,34 3,32 6,79 5,76 0,8700
12h 2,30 1,15 2,53 2,86 0,8607
18h 1,46 0,62 3,06 3,05 0,2357
24h 1,35 0,59 2,72 3,12 0,3136
AUC 88,63 65,17 259,10 324,72 0,2360
VDR-mRNA:
2-AACt
HaCaT SA SCL-1 SA p-Wert
Oh 1,00 0,00 2,19 1,65 0,1071
6h 0,88 0,26 2,28 1,82 0,0924
12h 1,42 0,49 2,47 1,71 0,1810
18h 1,76 0,60 3,74 2,91 0,1344
24h 2,00 1,01 4,01 2,61 0,1089
AUC 26,68 18,73 149,86 161,84 0,0937
CYP24A1-mRNA:
2—AACt
HaCaT SA SCL-1 SA p-Wert
Oh 1,00 0,00 9,72 8,48 0,0305
6h 2,37 1,49 9,04 6,56 0,0357
12h 0,88 0,25 7,74 5,96 0,0182
18h 1,24 0,50 14,54 12,68 0,0280
24h 2,79 2,17 13,59 8,28 0,0115
AUC 30,17 24,59 2060,29 3224,01 0,1540
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HaCaT-Keratinozyten:

o RTgPCR: Vergleich 1% BSA vs 1% BSA+EtOH (1 Mittelwert = 6 Messungen)

AhR-mRNA:
2-AACt

MW SA p-Wert
Oh 1% BSA 1,00 0,00 -
6h 1% BSA 2,10 0,94 0,0167
12h 1% BSA 1,57 0,33 0,0017
18h 1% BSA 1,21 0,42 0,2415
24h 1% BSA 2,00 1,28 0,0841
Oh 1% BSA+EtOH 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+EtOH 1,65 0,61 0,0276
12h 1% BSA+EtOH 1,36 0,36 0,0356
18h 1% BSA+EtOH 1,08 0,56 0,7227
24h 1% BSA+EtOH 1,28 0,60 0,2821
Oh 1% BSA+UV-B 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+UV-B 1,66 0,61 0,0241
12h 1% BSA+UV-B 4,09 5,61 0,2066
18h 1% BSA+UV-B 2,36 2,62 0,2313
24h 1% BSA+UV-B 2,34 1,74 0,0882
Oh 1% BSA+EtOH+UV-B 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+EtOH+UV-B 1,56 0,69 0,0711
12h 1% BSA+EtOH+UV-B 1,79 0,43 0,0012
18h 1% BSA+EtOH+UV-B 2,25 2,04 0,1634
24h 1% BSA+EtOH+UV-B 2,08 1,25 0,0598
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CYP1A1-mRNA:

2-AACt

MW SA p-Wert
Oh 1% BSA 1,00 0,00 -
6h 1% BSA 2,35 1,23 0,0229
12h 1% BSA 3,69 3,60 0,0970
18h 1% BSA 2,83 2,42 0,0935
24h 1% BSA 1,94 0,97 0,0393
Oh 1% BSA+EtOH 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+EtOH 1,88 0,42 0,0004
12h 1% BSA+EtOH 1,79 0,97 0,0733
18h 1% BSA+EtOH 1,83 1,19 0,1194
24h 1% BSA+EtOH 1,53 0,38 0,0071
Oh 1% BSA+UV-B 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+UV-B 2,48 1,24 0,0154
12h 1% BSA+UV-B 3,03 2,99 0,1275
18h 1% BSA+UV-B 2,51 1,78 0,0638
24h 1% BSA+UV-B 1,72 1,04 0,1194
Oh 1% BSA+EtOH+UV-B 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+EtOH+UV-B 4,61 3,61 0,0346
12h 1% BSA+EtOH+UV-B 3,56 2,90 0,0562
18h 1% BSA+EtOH+UV-B 4,54 4,24 0,0686
24h 1% BSA+EtOH+UV-B 3,12 0,77 0,0001
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COX-2-mRNA:
2-AACt

MW SA p-Wert
Oh 1% BSA 1,00 0,00 -
6h 1% BSA 6,34 3,32 0,0028
12h 1% BSA 2,30 1,15 0,0194
18h 1% BSA 1,46 0,62 0,1024
24h 1% BSA 1,35 0,59 0,1784
Oh 1% BSA+EtOH 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+EtOH 2,63 0,93 0,0015
12h 1% BSA+EtOH 1,59 0,91 0,1412
18h 1% BSA+EtOH 1,12 0,55 0,6139
24h 1% BSA+EtOH 0,91 0,23 0,3708
Oh 1% BSA+UV-B 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+UV-B 5,08 2,68 0,0039
12h 1% BSA+UV-B 5,01 4,68 0,0620
18h 1% BSA+UV-B 2,09 0,78 0,0066
24h 1% BSA+UV-B 1,19 0,61 0,4698
Oh 1% BSA+EtOH+UV-B 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+EtOH+UV-B 5,43 3,58 0,0127
12h 1% BSA+EtOH+UV-B 3,03 2,38 0,0641
18h 1% BSA+EtOH+UV-B 2,83 1,72 0,0262
24h 1% BSA+EtOH+UV-B 1,41 0,17 0,0002
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VDR-mRNA:
2-AACt

MW SA p-Wert
Oh 1% BSA 1,00 0,00 -
6h 1% BSA 0,88 0,26 0,2950
12h 1% BSA 1,42 0,49 0,0614
18h 1% BSA 1,76 0,60 0,0107
24h 1% BSA 2,00 1,01 0,0367
Oh 1% BSA+EtOH 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+EtOH 0,92 0,26 0,4952
12h 1% BSA+EtOH 1,50 0,38 0,0088
18h 1% BSA+EtOH 2,04 0,82 0,0114
24h 1% BSA+EtOH 1,98 0,67 0,0050
Oh 1% BSA+UV-B 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+UV-B 0,65 0,29 0,0132
12h 1% BSA+UV-B 1,69 0,56 0,0131
18h 1% BSA+UV-B 1,86 1,09 0,0830
24h 1% BSA+UV-B 1,86 1,53 0,2020
Oh 1% BSA+EtOH+UV-B 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+EtOH+UV-B 0,71 0,24 0,0140
12h 1% BSA+EtOH+UV-B 1,89 0,47 0,0010
18h 1% BSA+EtOH+UV-B 2,03 0,60 0,0017
24h 1% BSA+EtOH+UV-B 2,06 1,11 0,0402
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CYP24A1-mRNA:

2-AACt

MW SA p-Wert
Oh 1% BSA 1,00 0,00 -
6h 1% BSA 2,37 1,49 0,0483
12h 1% BSA 0,88 0,25 0,2704
18h 1% BSA 1,24 0,50 0,2719
24h 1% BSA 2,79 2,17 0,0709
Oh 1% BSA+EtOH 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+EtOH 1,96 1,28 0,0967
12h 1% BSA+EtOH 0,93 0,19 0,4013
18h 1% BSA+EtOH 2,19 0,45 0,0001
24h 1% BSA+EtOH 1,53 0,36 0,0043
Oh 1% BSA+UV-B 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+UV-B 1,30 0,41 0,1104
12h 1% BSA+UV-B 1,48 0,46 0,0286
18h 1% BSA+UV-B 1,09 0,43 0,6050
24h 1% BSA+UV-B 1,08 0,77 0,7923
Oh 1% BSA+EtOH+UV-B 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+EtOH+UV-B 1,46 0,90 0,2416
12h 1% BSA+EtOH+UV-B 1,33 0,44 0,0926
18h 1% BSA+EtOH+UV-B 1,43 0,37 0,0185
24h 1% BSA+EtOH+UV-B 0,99 0,45 0,9644
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o RTgPCR: Flachen unter den Kurven/AUC (1 Mittelwert = 6 Messungen)

AhR-mRNA:
Flachen unter den Kurven/AUC
MW (absolut) MW (relativ) SA p-Wert
EtOH 20,96 1,00 0,00 -
uv-B 15,39 0,83 0,30 0,2013
1,25(0OH).Ds 45,10 2,16 1,86 0,1570
1,25(0H).Ds+UV-B 19,47 0,99 0,40 0,9681

CYP1A1-mRNA:

Flachen unter den Kurven/AUC

MW (absolut) MW (relativ) SA p-Wert
EtOH 36,60 1,00 0,00 -
uv-B 85,71 2,78 3,80 0,2780
1,25(0OH)2D3 205,58 7,71 11,53 0,1841
1,25(0OH).Ds+UV-B 114,13 3,71 2,95 0,0483
COX-2-mRNA:
Flachen unter den Kurven/AUC
MW (absolut) MW (relativ) SA p-Wert
EtOH 31,36 1,00 0,00 -
uv-B 384,18 16,15 14,27 0,0264
1,25(0H)2D3 127,73 5,40 7,08 0,1589
1,25(0OH),Ds+UV-B 853,99 38,29 31,14 | 10,0149
VDR-mRNA:
Flachen unter den Kurven/AUC
MW (absolut) MW (relativ) SA p-Wert
EtOH 30,34 1,00 0,00 -
uVv-B 28,44 1,00 0,31 0,9919
1,25(0OH)2Ds 32,67 1,11 0,35 0,4356
1,25(0OH).Ds+UV-B 32,98 1,11 0,51 0,5928
CYP24A1-mRNA:
Flachen unter den Kurven/AUC
MW (absolut) MW (relativ) SA p-Wert
EtOH 27,21 1,00 0,00 -
uv-B 193337818,7 6233470,99 7091371,57 0,0568
1,25(0OH)2Ds 21,25 0,75 0,34 0,1041
1,25(0OH);:Ds+UV-B | 147416156,1 5127778,28 3112451,02 0,0024
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¢ RTgPCR: Genexpression nach AhR- und VDR-Blockade (1 Mittelwert = 6 Messungen)
CYP1A1l-mRNA:

2-AACt

MW SA p-Wert
6h EtOH 1,00 0,00 -
6h EtOH+1,25(0OH)2D3 2,13 0,21 0,0000
6h EtOH+UV-B 1,18 0,37 0,2659
6h EtOH+1,25(0H)2Ds+UV-B 2,90 1,25 0,0040
6h EtOH+CH223191 0,06 0,02 0,0000
6h EtOH+1,25(0H)2D3+CH223191 0,16 0,09 0,0000
6h EtOH+UV-B+CH223191 0,06 0,03 0,0000
6h EtOH+1,25(0H)2D3+UV-B+CH223191 0,16 0,07 0,0000
6h EtOH+25(0OH)D3 0,44 0,05 0,0000
6h EtOH+1,25(0H)2D3+25(0OH)D3 2,63 0,86 0,0009
6h EtOH+UV-B+25(0OH)D3 0,52 0,15 0,0000
6h EtOH+1,25(0OH).D3+UV-B+25(0OH)Ds 2,86 0,82 0,0002
6h EtOH+CH223191+25(0OH)Ds 0,05 0,01 0,0000
6h EtOH+1,25(0OH)2D3+CH223191+25(0H)Ds3 0,08 0,03 0,0000
6h EtOH+UV-B+CH223191+25(0H)D3 0,06 0,02 0,0000
6h EtOH+1,25(0H)2D3s+UV-B+CH223191+25(0OH)D3 0,09 0,03 0,0000
24h EtOH 1,00 0,00 -
24h EtOH+1,25(0H)2Ds 1,17 0,22 0,0960
24h EtOH+UV-B 0,99 0,49 0,9547
24h EtOH+1,25(0OH)2D3+UV-B 1,33 0,68 0,2689
24h EtOH+CH223191 0,05 0,01 0,0000
24h EtOH+1,25(0H)2D3+CH223191 0,15 0,04 0,0000
24h EtOH+UV-B+CH223191 0,04 0,02 0,0000
24h EtOH+1,25(0H)2D3+UV-B+CH223191 0,19 0,12 0,0000
24h EtOH+25(0OH)D3 0,81 0,24 0,0837
24h EtOH+1,25(0OH)2D3+25(0H)Ds 1,23 0,40 0,1814
24h EtOH+UV-B+25(0OH)Ds3 0,54 0,25 0,0012
24h EtOH+1,25(0H)2D3+UV-B+25(0H)D3 1,06 0,51 0,7691
24h EtOH+CH223191+25(0OH)Ds 0,06 0,02 0,0000
24h EtOH+1,25(0H)2D3+CH223191+25(0OH)Ds 0,11 0,06 0,0000
24h EtOH+UV-B+CH223191+25(0OH)D3 0,05 0,03 0,0000
24h EtOH+1,25(0OH)2D3+UV-B+CH223191+25(0OH)D3 0,12 0,07 0,0000
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COX-2-mRNA:
2-AACI

MwW SA p-Wert
6h EtOH 1,00 0,00 -
6h EtOH+1,25(0OH)2D3 2,79 0,58 0,0000
6h EtOH+UV-B 1,25 0,85 0,4818
6h EtOH+1,25(0OH).D3+UV-B 3,09 1,73 0,0146
6h EtOH+CH223191 0,63 0,07 0,0000
6h EtOH+1,25(0H)2D3+CH223191 3,78 1,20 0,0002
6h EtOH+UV-B+CH223191 0,80 0,29 0,1160
6h EtOH+1,25(0H)2D3+UV-B+CH223191 2,12 0,74 0,0039
6h EtOH+25(0OH)Ds 0,61 0,06 0,0000
6h EtOH+1,25(0H)2D3+25(0H)Ds 4,21 1,49 0,0004
6h EtOH+UV-B+25(0OH)D3 0,95 0,50 0,8143
6h EtOH+1,25(0OH).D3+UV-B+25(0OH)Ds 3,94 2,13 0,0070
6h EtOH+CH223191+25(0OH)Ds 0,48 0,08 0,0000
6h EtOH+1,25(0OH)2D3+CH223191+25(0OH)Ds3 2,73 0,95 0,0012
6h EtOH+UV-B+CH223191+25(0OH)D3 0,57 0,20 0,0004
6h EtOH+1,25(0OH)2D3+UV-B+CH223191+25(0OH)D3 1,66 0,49 0,0081
24h EtOH 1,00 0,00 -
24h EtOH+1,25(0H)2Ds 2,29 0,88 0,0048
24h EtOH+UV-B 3,40 4,31 0,2024
24h EtOH+1,25(0OH)2D3+UV-B 5,45 6,92 0,1467
24h EtOH+CH223191 0,85 0,12 0,0106
24h EtOH+1,25(0H)2D3+CH223191 3,08 1,04 0,0006
24h EtOH+UV-B+CH223191 1,97 2,10 0,2863
24h EtOH+1,25(0H)2D3+UV-B+CH223191 6,17 6,30 0,0725
24h EtOH+25(0OH)D3 0,87 0,12 0,0271
24h EtOH+1,25(0OH)2D3+25(0H)Ds 2,40 0,61 0,0002
24h EtOH+UV-B+25(0OH)Ds3 2,35 2,90 0,2812
24h EtOH+1,25(0H)2D3+UV-B+25(0H)D3 5,45 5,92 0,0953
24h EtOH+CH223191+25(0OH)D3 0,81 0,11 0,0011
24h EtOH+1,25(0H)2D3+CH223191+25(0OH)Ds 1,62 0,40 0,0033
24h EtOH+UV-B+CH223191+25(0OH)Ds3 1,92 2,15 0,3216
24h EtOH+1,25(0H)2Da+UV-B+CH223191+25(0H)Ds 3,89 4,01 0,1080
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CYP24A1-mRNA:

2-AACt

MW SA p-Wert
6h EtOH 1,00 0,00 -
6h EtOH+1,25(0OH)2D3 713,43 499,58 0,0058
6h EtOH+UV-B 1,34 0,48 0,1180
6h EtOH+1,25(0H)2Ds+UV-B 536,36 390,79 0,0073
6h EtOH+CH223191 0,81 0,08 0,0002
6h EtOH+1,25(0H)2D3+CH223191 955,01 637,12 0,0043
6h EtOH+UV-B+CH223191 0,82 0,19 0,0390
6h EtOH+1,25(0H)2D3+UV-B+CH223191 411,95 215,86 0,0009
6h EtOH+25(0OH)D3 1,18 0,13 0,0081
6h EtOH+1,25(0H)2D3+25(0H)Ds 1317,81 925,00 0,0059
6h EtOH+UV-B+25(0OH)D3 1,35 0,41 0,0640
6h EtOH+1,25(0OH).D3+UV-B+25(0OH)Ds 579,55 432,14 0,0083
6h EtOH+CH223191+25(0OH)Ds 1,05 0,23 0,6414
6h EtOH+1,25(0OH)2D3+CH223191+25(0OH)Ds3 900,59 738,99 0,0138
6h EtOH+UV-B+CH223191+25(0OH)D3 0,97 0,32 0,8121
6h EtOH+1,25(0H)2D3+UV-B+CH223191+25(0OH)D3 405,17 238,77 0,0020
24h EtOH 1,00 0,00 -
24h EtOH+1,25(0H)2Ds 739,54 815,56 0,0509
24h EtOH+UV-B 1,08 0,29 0,5262
24h EtOH+1,25(0OH)2D3+UV-B 624,40 510,33 0,0135
24h EtOH+CH223191 0,90 0,16 0,1710
24h EtOH+1,25(0H)2D3+CH223191 911,51 1006,81 0,0511
24h EtOH+UV-B+CH223191 0,74 0,15 0,0020
24h EtOH+1,25(0H)2D3+UV-B+CH223191 910,22 869,89 0,0284
24h EtOH+25(0OH)D3 79,59 82,77 0,0423
24h EtOH+1,25(0H)2D3+25(0H)Ds 723,77 796,65 0,0505
24h EtOH+UV-B+25(0OH)Ds3 27,51 13,50 0,0007
24h EtOH+1,25(0H)2D3+UV-B+25(0H)D3 848,07 883,87 0,0408
24h EtOH+CH223191+25(0OH)D3 69,51 76,90 0,0540
24h EtOH+1,25(0H)2D3s+CH223191+25(0OH)Ds 492,45 492,03 0,0345
24h EtOH+UV-B+CH223191+25(0H)D3 37,40 31,81 0,0187
24h EtOH+1,25(0OH)2D3s+UV-B+CH223191+25(0OH)D3 648,32 656,56 0,0364
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SCL-1-Zellen:

o RTgPCR: Vergleich 1% BSA vs 1% BSA+EtOH (1 Mittelwert = 6 Messungen)

AhR-mRNA:
2-AACt

MW SA p-Wert
Oh 1% BSA 1,00 0,00 -
6h 1% BSA 1,42 0,22 0,0008
12h 1% BSA 0,83 0,21 0,0792
18h 1% BSA 1,10 0,28 0,4177
24h 1% BSA 1,54 0,45 0,0155
Oh 1% BSA+EtOH 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+EtOH 1,63 0,49 0,0101
12h 1% BSA+EtOH 1,24 0,29 0,0696
18h 1% BSA+EtOH 1,52 0,69 0,0937
24h 1% BSA+EtOH 2,00 0,84 0,0154
Oh 1% BSA+UV-B 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+UV-B 2,62 2,00 0,0742
12h 1% BSA+UV-B 2,68 2,96 0,1957
18h 1% BSA+UV-B 3,48 3,76 0,1375
24h 1% BSA+UV-B 3,84 3,51 0,0753
Oh 1% BSA+EtOH+UV-B 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+EtOH+UV-B 1,71 0,58 0,0138
12h 1% BSA+EtOH+UV-B 1,47 0,28 0,0020
18h 1% BSA+EtOH+UV-B 1,79 0,40 0,0007
24h 1% BSA+EtOH+UV-B 2,39 0,46 0,0000
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CYP1A1-mRNA:

2-AACt

MW SA p-Wert
Oh 1% BSA 1,00 0,00 -
6h 1% BSA 2,78 1,60 0,0214
12h 1% BSA 1,81 0,35 0,0002
18h 1% BSA 1,21 0,34 0,1573
24h 1% BSA 1,18 0,23 0,0855
Oh 1% BSA+EtOH 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+EtOH 3,02 1,93 0,0283
12h 1% BSA+EtOH 2,51 0,73 0,0005
18h 1% BSA+EtOH 1,49 0,61 0,0778
24h 1% BSA+EtOH 1,32 0,53 0,1750
Oh 1% BSA+UV-B 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+UV-B 2,07 0,68 0,0034
12h 1% BSA+UV-B 3,00 1,04 0,0008
18h 1% BSA+UV-B 5,87 6,11 0,0796
24h 1% BSA+UV-B 2,38 1,43 0,0400
Oh 1% BSA+EtOH+UV-B 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+EtOH+UV-B 1,96 0,76 0,0113
12h 1% BSA+EtOH+UV-B 3,37 1,62 0,0050
18h 1% BSA+EtOH+UV-B 4,10 1,71 0,0013
24h 1% BSA+EtOH+UV-B 2,91 1,06 0,0013
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COX-2-mRNA:
2-AACt

MW SA p-Wert
Oh 1% BSA 1,00 0,00 -
6h 1% BSA 2,76 0,65 0,0001
12h 1% BSA 1,00 0,44 0,9847
18h 1% BSA 1,20 1,10 0,6682
24h 1% BSA 1,15 1,38 0,7908
Oh 1% BSA+EtOH 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+EtOH 2,90 0,48 0,0000
12h 1% BSA+EtOH 1,65 0,58 0,0211
18h 1% BSA+EtOH 1,23 1,03 0,5874
24h 1% BSA+EtOH 1,37 1,52 0,5636
Oh 1% BSA+UV-B 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+UV-B 8,85 2,21 0,0000
12h 1% BSA+UV-B 4,18 2,26 0,0063
18h 1% BSA+UV-B 3,15 2,20 0,0374
24h 1% BSA+UV-B 1,93 1,41 0,1365
Oh 1% BSA+EtOH+UV-B 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+EtOH+UV-B 6,90 3,90 0,0041
12h 1% BSA+EtOH+UV-B 2,85 0,69 0,0001
18h 1% BSA+EtOH+UV-B 1,99 1,42 0,1186
24h 1% BSA+EtOH+UV-B 1,67 1,26 0,2230
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VDR-mRNA:
2-AACt

MW SA p-Wert
Oh 1% BSA 1,00 0,00 -
6h 1% BSA 1,09 0,16 0,2071
12h 1% BSA 1,29 0,28 0,0302
18h 1% BSA 1,94 0,52 0,0013
24h 1% BSA 2,29 0,81 0,0030
Oh 1% BSA+EtOH 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+EtOH 1,36 0,32 0,0213
12h 1% BSA+EtOH 1,83 0,41 0,0006
18h 1% BSA+EtOH 2,71 1,07 0,0028
24h 1% BSA+EtOH 2,99 1,29 0,0036
Oh 1% BSA+UV-B 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+UV-B 0,90 0,26 0,3736
12h 1% BSA+UV-B 2,50 0,47 0,0000
18h 1% BSA+UV-B 3,09 0,33 0,0000
24h 1% BSA+UV-B 3,20 0,91 0,0001
Oh 1% BSA+EtOH+UV-B 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+EtOH+UV-B 0,88 0,22 0,2287
12h 1% BSA+EtOH+UV-B 2,56 0,54 0,0000
18h 1% BSA+EtOH+UV-B 3,02 0,77 0,0001
24h 1% BSA+EtOH+UV-B 3,40 0,90 0,0001
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CYP24A1-mRNA:

2-AACt

MW SA p-Wert
Oh 1% BSA 1,00 0,00 -
6h 1% BSA 0,98 0,19 0,8438
12h 1% BSA 0,83 0,27 0,1504
18h 1% BSA 1,54 0,63 0,0595
24h 1% BSA 1,59 0,62 0,0418
Oh 1% BSA+EtOH 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+EtOH 1,54 0,45 0,0148
12h 1% BSA+EtOH 1,43 0,75 0,1900
18h 1% BSA+EtOH 1,82 0,77 0,0254
24h 1% BSA+EtOH 1,62 0,45 0,0070
Oh 1% BSA+UV-B 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+UV-B 0,68 0,11 0,0000
12h 1% BSA+UV-B 1,04 0,51 0,8542
18h 1% BSA+UV-B 2,03 0,90 0,0187
24h 1% BSA+UV-B 2,24 1,16 0,0265
Oh 1% BSA+EtOH+UV-B 1,00 0,00 -
6h 1% BSA+EtOH+UV-B 0,78 0,12 0,0015
12h 1% BSA+EtOH+UV-B 1,06 0,28 0,6110
18h 1% BSA+EtOH+UV-B 2,28 0,76 0,0020
24h 1% BSA+EtOH+UV-B 2,07 0,57 0,0009
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o RTgPCR: Flachen unter den Kurven/AUC (1 Mittelwert = 6 Messungen)

AhR-mRNA:
Flachen unter den Kurven/AUC
MW (absolut) MW (relativ) SA p-Wert
EtOH 27,54 1,00 0,00 -
uv-B 14,20 0,74 0,59 0,2960
1,25(0OH)2Ds 34,08 1,59 0,86 0,1218
1,25(0H).Ds+UV-B 19,44 0,91 0,56 0,7046

CYP1A1-mRNA:

Flachen unter den Kurven/AUC

MW (absolut) MW (relativ) SA p-Wert
EtOH 47,87 1,00 0,00 -
uv-B 327,12 6,90 1,20 0,0000
1,25(0OH)2D3 108,04 2,43 1,55 0,0478
1,25(0OH).Ds+UV-B 456,67 9,77 5,87 0,0044
COX-2-mRNA:
Flachen unter den Kurven/AUC
MW (absolut) MW (relativ) SA p-Wert
EtOH 38,85 1,00 0,00 -
uv-B 63,49 1,83 0,65 0,0112
1,25(0OH)2Ds 114,87 3,92 3,35 0,0584
1,25(0OH).Ds+UV-B 114,91 4,18 3,50 0,0499
VDR-mRNA:
Flachen unter den Kurven/AUC
MW (absolut) MW (relativ) SA p-Wert
EtOH 55,42 1,00 0,00 -
uv-B 29,76 0,62 0,25 0,0038
1,25(0OH)2Ds 66,30 1,36 0,50 0,1138
1,25(0OH).Ds+UV-B 51,72 1,04 0,51 0,8380
CYP24A1-mRNA:
Flachen unter den Kurven/AUC
MW (absolut) MW (relativ) SA p-Wert
EtOH 30,48 1,00 0,00 -
uv-B 1257678,75 44703,49 9376,04 0,0000
1,25(0OH)2Ds 27,40 1,03 0,29 0,7888
1,25(0OH).Ds+UV-B 3739965,30 119233,41 23497,60 0,0000
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¢ RTgPCR: Genexpression nach AhR- und VDR-Blockade (1 Mittelwert = 6 Messungen)
CYP1A1l-mRNA:

2-AACI

MwW SA p-Wert
6h EtOH 1,00 0,00 -
6h EtOH+1,25(0OH)2D3 2,35 0,44 0,0000
6h EtOH+UV-B 0,97 0,59 0,9017
6h EtOH+1,25(0H)2Ds+UV-B 2,19 1,18 0,0332
6h EtOH+CH223191 0,18 0,05 0,0000
6h EtOH+1,25(0OH).D3+CH223191 0,38 0,08 0,0000
6h EtOH+UV-B+CH223191 0,22 0,12 0,0000
6h EtOH+1,25(0H)2D3+UV-B+CH223191 0,44 0,20 0,0000
6h EtOH+25(0OH)D3 0,35 0,13 0,0000
6h EtOH+1,25(0H)2D3+25(0OH)D3 2,53 0,45 0,0000
6h EtOH+UV-B+25(0OH)D3 0,51 0,28 0,0015
6h EtOH+1,25(0H)2D3+UV-B+25(0H)Ds 2,35 1,21 0,0213
6h EtOH+CH223191+25(0OH)Ds3 0,17 0,04 0,0000
6h EtOH+1,25(0OH)2D3+CH223191+25(0OH)Ds3 0,34 0,07 0,0000
6h EtOH+UV-B+CH223191+25(0OH)D3 0,23 0,14 0,0000
6h EtOH+1,25(0H)2Ds+UV-B+CH223191+25(0OH)D3 0,30 0,13 0,0000
24h EtOH 1,00 0,00 -
24h EtOH+1,25(0H)2Ds 1,22 0,20 0,0207
24h EtOH+UV-B 2,66 2,28 0,1050
24h EtOH+1,25(0OH)2D3+UV-B 6,33 4,88 0,0233
24h EtOH+CH223191 0,12 0,05 0,0000
24h EtOH+1,25(0H)2D3+CH223191 0,26 0,04 0,0000
24h EtOH+UV-B+CH223191 0,33 0,39 0,0017
24h EtOH+1,25(0H)2D3+UV-B+CH223191 0,65 0,70 0,2471
24h EtOH+25(0OH)D3 0,64 0,27 0,0093
24h EtOH+1,25(0OH)2D3+25(0H)Ds 1,07 0,27 0,5527
24h EtOH+UV-B+25(0OH)Ds3 1,75 1,60 0,2775
24h EtOH+1,25(0H)2D3+UV-B+25(0H)D3 4,29 3,23 0,0318
24h EtOH+CH223191+25(0OH)D3 0,11 0,03 0,0000
24h EtOH+1,25(0OH)2D3+CH223191+25(0H)Ds 0,14 0,03 0,0000
24h EtOH+UV-B+CH223191+25(0OH)D3 0,31 0,37 0,0010
24h EtOH+1,25(0H)2Da+UV-B+CH223191+25(0H)Ds 0,48 0,55 0,0433
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Anhang

COX-2-mRNA:
2-AACI

MwW SA p-Wert
6h EtOH 1,00 0,00 -
6h EtOH+1,25(0OH)2D3 1,06 0,22 0,5114
6h EtOH+UV-B 11,26 23,99 0,3195
6h EtOH+1,25(0OH)2D3+UV-B 8,45 17,90 0,3321
6h EtOH+CH223191 0,49 0,06 0,0000
6h EtOH+1,25(0OH)2D3+CH223191 0,88 0,13 0,0512
6h EtOH+UV-B+CH223191 6,68 14,13 0,3479
6h EtOH+1,25(0OH)2D3+UV-B+CH223191 9,42 19,83 0,3230
6h EtOH+25(0OH)Ds 0,65 0,03 0,0000
6h EtOH+1,25(0OH)2D3+25(0OH)Ds 1,36 0,16 0,0002
6h EtOH+UV-B+25(0OH)D3 8,87 19,01 0,3345
6h EtOH+1,25(0H)2D3+UV-B+25(0H)Ds 13,46 28,62 0,3115
6h EtOH+CH223191+25(0OH)D3 0,40 0,05 0,0000
6h EtOH+1,25(0OH)2D3+CH223191+25(0OH)D3 0,77 0,14 0,0030
6h EtOH+UV-B+CH223191+25(0H)D3 5,90 12,61 0,3642
6h EtOH+1,25(0OH)2D3+UV-B+CH223191+25(0OH)Ds 7,76 16,32 0,3339
24h EtOH 1,00 0,00 -
24h EtOH+1,25(0H)2D3 1,39 0,18 0,0003
24h EtOH+UV-B 2,79 2,81 0,1488
24h EtOH+1,25(0OH)2D3+UV-B 3,43 3,25 0,0974
24h EtOH+CH223191 0,37 0,13 0,0000
24h EtOH+1,25(0OH)2D3+CH223191 1,20 0,33 0,1648
24h EtOH+UV-B+CH223191 1,38 1,45 0,5398
24h EtOH+1,25(0H)2D3+UV-B+CH223191 3,35 3,53 0,1343
24h EtOH+25(0OH)Ds3 0,77 0,29 0,0754
24h EtOH+1,25(0H)2D3+25(0H)Ds 2,07 0,39 0,0001
24h EtOH+UV-B+25(0OH)Ds 2,44 2,51 0,1914
24h EtOH+1,25(0OH)2D3+UV-B+25(0OH)Ds 5,65 6,03 0,0879
24h EtOH+CH223191+25(0OH)D3 0,33 0,11 0,0000
24h EtOH+1,25(0OH)2D3+CH223191+25(0H)D3 0,97 0,32 0,8221
24h EtOH+UV-B+CH223191+25(0OH)Ds 1,10 1,18 0,8455
24h EtOH+1,25(0H)2D3+UV-B+CH223191+25(0H)D3 2,83 2,95 0,1593
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Anhang

CYP24A1-mRNA:

2-AACI

MW SA p-Wert
6h EtOH 1,00 0,00 -
6h EtOH+1,25(0OH)2D3 82,72 28,10 0,0000
6h EtOH+UV-B 0,80 0,13 0,0030
6h EtOH+1,25(0H)2Ds+UV-B 36,44 16,40 0,0004
6h EtOH+CH223191 0,78 0,09 0,0001
6h EtOH+1,25(0OH).D3+CH223191 95,37 32,42 0,0000
6h EtOH+UV-B+CH223191 0,69 0,14 0,0002
6h EtOH+1,25(0H)2D3+UV-B+CH223191 20,58 8,71 0,0003
6h EtOH+25(0OH)D3 0,65 0,06 0,0000
6h EtOH+1,25(0H)2D3+25(0H)Ds 133,11 42,91 0,0000
6h EtOH+UV-B+25(0OH)D3 0,57 0,16 0,0001
6h EtOH+1,25(0H)2D3+UV-B+25(0H)Ds 33,61 14,70 0,0003
6h EtOH+CH223191+25(0OH)Ds 0,64 0,09 0,0000
6h EtOH+1,25(0OH)2D3+CH223191+25(0OH)Ds3 107,23 43,83 0,0001
6h EtOH+UV-B+CH223191+25(0OH)D3 0,56 0,11 0,0000
6h EtOH+1,25(0H)2D3+UV-B+CH223191+25(0OH)D3 22,68 5,06 0,0000
24h EtOH 1,00 0,00 -
24h EtOH+1,25(0H)2Ds 94,91 7,84 0,0003
24h EtOH+UV-B 1,23 0,72 0,1488
24h EtOH+1,25(0H)2D3+UV-B 201,14 100,67 0,0974
24h EtOH+CH223191 0,77 0,08 0,0000
24h EtOH+1,25(0H)2D3+CH223191 118,01 36,62 0,1648
24h EtOH+UV-B+CH223191 1,02 0,70 0,5398
24h EtOH+1,25(0H)2D3+UV-B+CH223191 212,18 113,62 0,1343
24h EtOH+25(0OH)Ds3 1,09 0,34 0,0754
24h EtOH+1,25(0H)2D3+25(0H)Ds 123,52 51,87 0,0001
24h EtOH+UV-B+25(0OH)Ds3 1,31 0,58 0,1914
24h EtOH+1,25(0H)2D3+UV-B+25(0H)D3 301,13 185,73 0,0879
24h EtOH+CH223191+25(0OH)D3 1,35 0,57 0,0000
24h EtOH+1,25(0OH)2D3+CH223191+25(0H)Ds 101,18 44,09 0,8221
24h EtOH+UV-B+CH223191+25(0OH)D3 1,49 0,78 0,8455
24h EtOH+1,25(0H)2Da+UV-B+CH223191+25(0H)Ds 270,72 215,58 0,1593
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