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Kurzfassung

Bedingt durch die vermehrte UV-Exposition der Bevolkerung nimmt die Zahl der Er-
krankungen an Hautkrebs standig zu. Neben entsprechenden Vorsorgeuntersuchun-
gen wird in Zukunft konsequentem Sonnenschutz besondere Bedeutung zukommen,
was die Entwicklung zusatzlicher bzw. alternativer Schutzkonzepte notwendig macht.
Grundvoraussetzung dafiir sind allerdings genaue Kenntnisse Uber die molekularen
Mechanismen, die der Entstehung von Hautkrebs zugrunde liegen. Ebenso wichtig
ist es Personen mit einem besonders hohen Risiko zu identifizieren, um rechtzeitig
entsprechende Schutz- bzw. VorsorgemaBnahmen einzuleiten (Risikoabschatzung).
Im Zentrum der Untersuchungen des Vorhabens stand das Zytokin Interleukin-12 (IL-
12), da in Voruntersuchungen gezeigt werden konnte, dass IL-12 in der Lage ist die
DNA-Reparatur zu aktivieren. IL-12 scheint in der Tat vor Krebsentstehung zu schit-
zen, da Mause, die kein IL-12 produzieren kénnen, ein erhéhtes Risiko aufwiesen, an
UV-induziertem Hautkrebs zu erkranken. IL-12 ist in der Lage, DNA Schaden nicht
nur in Keratinozyten sondern auch in Melanozyten zu reduzieren, was fir die Verhin-
derung der Entstehung von Melanomen von Bedeutung sein dirfte. Zuséatzlich kann
IL-12 Uber die Induktion der DNA-Reparatur die Unterdrickung des Immunsystems
durch UV-Strahlung verhindern, was ebenfalls bei der Krebsentstehung von Bedeu-
tung sein durfte. Diese Untersuchungen zeigen daher Wege flir alternative Schutz-
strategien gegentber UV-Strahlung auf, woraus sich neue Schutzkonzepte ableiten
lassen. Darlber hinaus scheinen individuelle Unterschiede in der Kapazitat der DNA-
Reparatur zu bestehen. In wieweit diese als Parameter zur Erfassung des Haut-
krebsrisikos herangezogen werden kénnen, missen zuklnftige Untersuchungen zei-

gen.



Summary

Because of the extensive exposure of the population to ultraviolet radiation (UV) the
incidence of skin cancer is significantly increasing. This applies particularly for
malignant melanoma, one of the most aggressive malignancies. Besides prophylactic
medical check-ups consequent UV protection will be of utmost importance. This,
however, requires the development of new and alternative UV protection concepts.
This is in turn critically dependent on detailed knowledge about the molecular
mechanisms underlying photocarcinogenesis. The studies focused on the cytokine
interleukin-12 (IL-12) since previous investigations indicated that IL-12 exhibits the
capacity to induce DNA repair. Indeed, IL-12 appears to protect form
photocarcinogenesis since mice deficient in the production of IL-12 have a higher risk
to develop UV-induced skin cancer. IL-12 reduces UV-induced DNA damage not only
in keratinocytes but also in melanocytes which might be relevant for the prevention of
the development of melanoma. In addition, via the induction of DNA repair IL-12
appears to prevent UV-induced immunosuppression which seems to be also relevant
in carcinogenesis. Thus, these studies support the development of alternative
protection strategies against UV radiation. Furthermore, individual differences in the
capacity to repair DNA damage appear to exist. Whether this can be used as a
prediction marker for the risk of skin cancer remains to be determined in future

studies.

Liste der Abklirzungen

CAT, Chloracetyltransferase; DNA, Desoxyribonukleinsaure; FLIP, FLICE inhibitory
protein; GTP, Grine Tee Phenole; IL, Interleukin; aMSH, alpha-melanocyte
stimulating hormone; NER, Nukleotid-Excisions-Reparatur; PBMC, periphere
mononukledre Zellen; T4N5, T4-Endonuklease-V-Liposomenformulation; TRAIL,
tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand; XP, Xeroderma

pigmentosum



1.  Aufgabenstellung

1.1. Darstellung des Gesamtziels des Vorhabens

In den letzten Jahren ist eine massive Zunahme der durch UVB-Strahlung
hervorgerufenen gesundheitlichen Schaden zu beobachten. Dies gilt insbesondere
fur die extreme Haufung von Hautkrebserkrankungen, die in manchen Landern be-
reits an 1. bzw. 2. Stelle der Krebsstatistik stehen (Garbe, 1997), wie auch fir die
Schadigungen des Bindegewebes im Sinne vorzeitiger Hautalterung ("Photoaging").
Zur Photokarzinogenese tragt auch die Unterdriickung des Immunsystems durch UV-
Exposition wesentlich bei (Kripke, 1986). Wahrend das "Photoaging" sowohl durch
den mittel- (UVB, 290-320 nm) als auch den langwelligen Bereich (UVA, 320-400
nm) verursacht wird, ist der UVB-Anteil flr die Entstehung von Hautkrebs (Photokar-
zinogenese) und die UV-induzierte Immunsuppression von zentraler Bedeutung. Der
dramatische Anstieg UV(B)-bedingter Hautschaden ist vorwiegend auf das verander-
te Freizeitverhalten bzw. den sorglosen Umgang der Bevdlkerung mit Sonnenlicht
zurickzufihren. Zusatzlich ist in Zukunft auch mit einer vermehrten UVB-
Einstrahlung infolge der Abnahme der Ozonschicht zu rechnen (Slaper et al., 1996).
Die Brisanz der Thematik liegt auch darin, dass UV-Strahlung als "ubiquitarer" Um-
welteinfluss jeden betrifft, man sich diesem nie ganzlich entziehen kann und dartber
hinaus Sonnenexposition subjektiv von der Gberwiegenden Mehrheit der Bevélke-
rung als positiv und angenehm bewertet wird. Diese Faktoren machen daher UV-
Strahlung zu einem besonderen Umwelteinfluss, zumal auch komplettes Meiden, im
Gegensatz zu vielen anderen schadlichen Umwelteinfliissen, mit dem Leben nicht
vereinbar ware, da Sonnenlicht auch positive Effekte ausibt (Vitamin-D Synthese,
etc.). Da es daher vollkommen undurchfiihrbar und auch nicht sinnvoll wére, von

Sonnenexposition ganzlich abzuraten, ist es von enormer Bedeutung

1. alternative Strategien zur gezielten Protektion vor den schadigenden UVB-
Wirkungen zu entwickeln und

2. Parameter zu finden, die eine erhéhte Empfindlichkeit gegentber UV-
induziertem Hautkrebs definieren und somit als individuelle Risiko- bzw.

Screeningparameter eingesetzt werden kénnen.

Die Kombination konventioneller und alternativer Schutzstrategien sowie eine
individuelle Risikoabschatzung wirden aktiven UV-Konsum erlauben, ohne dass sich
der Einzelne in seinen Aktivitdten und seinem Wohlempfinden eingeschrankt flahlt



und ohne dabei gesundheitliche Schaden davonzutragen. Derzeit wird als erfolgrei-
che und praktikable protektive Strategie vorwiegend die Anwendung von Sonnen-
schutzcremes betrachtet. Ohne den Wert von Sonnenschutzmitteln zu schmalern,
muss jedoch festgestellt werden, dass auch moderne Sonnenschutzfilter keinen ab-
soluten Schutz gewéahren (Wolf et al., 1993), was zeigt, dass die Entwicklung alterna-

tiver Protektionsstrategien unerlasslich ist.

Die weitreichendste Wirkung von UVB Strahlung auf zellularer Ebene ist die
Induktion von Schéaden in der DNA (Pyrimidindimere, (6-4)-Photoprodukte) (Patrick,
1977). UVB-induzierte DNA-Schaden sind in zweierlei Hinsicht von Bedeutung. Ei-
nerseits mediieren sie zahlreiche Effekte von UVB-Strahlung, wie Entzindung (Kibi-
tel et al., 1998) bzw. Immunsuppression (Kripke et al., 1992; Nishigori et al., 1996).
Andererseits stellen DNA-Schaden die prinzipielle Basis fir maligne Entartung dar.
Zellen sind jedoch mit sehr effizienten Reparatursystemen ausgestattet, die DNA-
Schaden permanent reparieren. Fir UVB-induzierte DNA-Schéden ist die Nukleotid-
Excisions-Reparatur (NER) von besonderer Bedeutung. Die Bedeutung des NER
wird am besten anhand des Krankheitsbildes Xeroderma pigmentosum (XP) de-
monstriert, dessen Patienten einen defekten NER aufweisen und bereits im Kindesal-
ter an multiplen Plattenepithelkarzinomen und malignen Melanomen erkranken (Ber-
neburg & Lehmann, 2001).

Bis vor kurzem war man der Ansicht, dass der NER als essentielles Schutz-
system konstitutiv exprimiert wird und keiner Regulation unterliegt. Unlangst wurde
jedoch beschrieben, dass Langzeit-UVB-Bestrahlung eine Unterdriickung des NER
verursachen kénnte (Mitchell et al., 2001). Wir konnten klrzlich beobachten, dass die
einmalige UVB-Bestrahlung humaner Zellen zu einer Reduktion der transkriptionellen
Expression bestimmter NER-Komponenten fihrt (Schwarz et al., 2002). Ob es sich
hierbei um ein generelles Phdnomen handelt oder individuelle Schwankungen vorlie-
gen, die u. a. das Karzinomrisiko und somit die unterschiedliche Empfindlichkeit ge-
genuber UV-induziertem Hautkrebs determinieren, ist bislang unbekannt und sollte
im vorliegenden Projekt bearbeitet werden. Zusatzlich konnten wir beobachten, dass
der Immunmodulator Interleukin (IL)-12 sowohl in vitro als auch in vivo den UVB-
induzierten DNA-Schaden in signifikanter Weise reduziert und dies vermutlich Uber
eine Induktion des NER vermittelt wird. Es sollte daher untersucht werden, welche
Mechanismen dem Effekt auf die Reduktion des UVB-induzierten DNA-Schadens
zugrunde liegen und ob IL-12 das Photokarzinogeneserisiko reduziert. Das Fernziel



der Untersuchungen war die Schaffung der Basis fur die Entwicklung alternativer
Protektionskonzepte.

1.2. Wissenschaftliche Arbeitsziele des Vorhabens
Im Detail wurde das Forschungsprojekt in drei Teilprojekten bearbeitet:

Teilprojekt A: Welche Mechanismen liegen dem protektive Effekt von IL-12

zugrunde?

Im Zentrum dieses Teilprojektes stand der von uns unlangst beobachtete Effekt von
IL-12, UVB-induzierte DNA-Schaden zu reduzieren und somit den UVB-mediierten
apoptotischen Zelltod zu unterdriicken. Ziel dieses Teilprojektes war die Aufklarung
der molekularen Grundlagen, die diesem Effekt zugrunde liegen.

Teilprojekt B: Verursacht IL-12 bzw. die Induktion von endogenem IL-12 eine
Reduktion des Photokarzinogeneserisikos?

Da IL-12 eine signifikante Reduktion des UVB-induzierten DNA-Schadens bewirkt,
sollte untersucht werden, ob IL-12 das Risiko, UV-induzierte Hauttumoren zu
entwickeln, reduziert. Darlber hinaus sollte untersucht werden, ob ein &hnlicher
Effekt durch Induktion von endogenem IL-12 im Sinne einer biologischen

Chemopravention erzielt werden kann.

Teilprojekt C: Ist die Regulation der DNA Reparatur individuellen Schwankungen
unterlegen und somit als Parameter zur Risikoabschétzung fir UV-induzierten
Hautkrebs geeignet?

In diesem Teilprojekt sollte untersucht werden, ob eine verstarkte Unterdriickung der
NER Komponenten durch UVB-Strahlung bzw. ein vermindertes Ansprechen auf IL-
12 an der Entstehung von Hautkrebs beteiligt ist, bzw. ob damit das individuelle Risi-
ko steigt.

2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefiihrt
wurde

Dem vorliegenden Projekt lag primar keine hypothetische Annahme zugrunde,
sondern es basierte auf Beobachtungen, die im Rahmen friiherer Projekte gewonnen
werden konnten. Im Zentrum der Untersuchungen stand die Frage, ob DNA-
Reparatursysteme einer Regulation unterliegen, ob sich dies praventiv/therapeutisch
einsetzen lasst und ob dies als Parameter zur Definition des individuellen Risikos fur
Hautkrebs herangezogen werden kann. Alleine die Aufklarung der Frage, auf welche



Weise IL-12 UV-induzierte DNA-Schaden und somit UV-mediierten Zelltod verhindert,
war fir die photobiologische Grundlagenforschung von groBem wissenschaftlichem
Wert. Es wurde erwartet, dass diese Erkenntnisse eine Basis darstellen, um alterna-
tive Strategien zu finden, UV-mediierten Zellschaden zu minimieren. In anderen Pro-
jekten unserer Arbeitsgruppe, die Uber entsprechende strukturelle, personelle und
technische Voraussetzungen verfligte, wurden bereits ausreichend Vorkenntnisse
erworben, die in das Projekt einflieBen konnten.

3. Stand von Wissenschaft und Technik

Das wesentliche Ereignis bei der Schadigung einer Zelle durch UVB-Strahlung
(290-320 nm) sind die Veranderungen an der DNA. UVB-Strahlung induziert vorwie-
gend zwei Arten von DNA-Schaden, Pyrimidindimere und (6-4)-Photoprodukte (Pat-
rick, 1977). Diese DNA-Schaden treten obligat nach UVB-Exposition auf und kénnen
prinzipiell die Basis flr die Entstehung von Hautkrebs bilden. Zellen sind jedoch mit
sehr effizienten Reparatursystemen ausgestattet, die DNA-Schaden permanent repa-
rieren (Hoeijmakers, 2001). Fur die UVB-induzierten DNA-Schéaden ist in diesem Zu-
sammenhang die Nukleotid-Excisions-Reparatur (nucleotide excision repair, NER)
von besonderer Bedeutung. Im Rahmen der Reparatur durch NER wird der DNA-
Schaden erkannt, aus dem DNA-Strang herausgeschnitten (Excision) und schlieBlich
die Lucke mit den korrekten DNA-Bestandteilen wieder aufgeflllt. Es handelt sich
hierbei um ein auBerst komplexes Geschehen, an dem zahlreiche unterschiedliche
Enzyme (NER Komponenten) beteiligt sind (deLaat et al., 1999). Im Rahmen des
NER werden sowohl aktiv transkribierte (transcription coupled repair) als auch nicht
transkribierte (global genome repair) Gene repariert.

Die Bedeutung und vor allem die Effizienz des NER wird am besten anhand
des Krankheitsbildes Xeroderma pigmentosum (XP) demonstriert. Diese Patienten
weisen aufgrund genetischer Defekte ein fehlerhaftes Reparatursystem auf, was zur
Entstehung multipler Plattenepithelkarzinome und maligner Melanome bereits in fri-
hen Lebensjahren fuhrt (Berneburg & Lehmann, 2001). Da unterschiedliche Kompo-
nenten des NER Komplexes betroffen sein kénnen, existieren 8 Subtypen, so ge-
nannte Komplementationstypen (A-G, Variant), die sich im Schweregrad des klini-
schen Erscheinungsbildes unterscheiden. Zu dem Verstandnis des Krankheitsbildes
XP aber auch zu den Mechanismen des NER im Allgemeinen haben Tiermodelle in
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Form von Knock-out-Mausen einen ganz erheblichen Beitrag geleistet (de Boer &
Hoeijmakers, 1999).

Da die Ursachen von XP genetische Defekte der einzelnen NER Komponen-
ten sind, ist ein kausaler therapeutischer Ansatz bis heute nicht mdéglich. Die thera-
peutischen MaBnahmen beschrankten sich bisher auf die Entfernung der Hauttumo-
ren sowie auBerst konsequenten Sonnenschutz. Ein spektakuldrer Durchbruch in der
Behandlung von XP Patienten ist durch die Isolierung des bakteriellen Reparaturen-
zyms T4 Endonuklease V (T4N5) gelungen. Im Gegensatz zum komplexen humanen
NER System ist T4N5 alleine in der Lage, UV-induzierte DNA-Schaden zu eliminie-
ren. Dieses Enzym beschleunigt die Reparatur UV-induzierter Pyrimidindimere er-
heblich. Durch Verpackung von gentechnologisch hergestellter T4N5 in Liposomen
wird die Penetration dieses Enzyms in Zellen erméglicht, wo es die DNA Reparatur
erhéht ("exogene" DNA-Reparatur). Mit dieser Strategie ist es mdglich, in XP-Zellen
DNA-Schaden zu reparieren (Yarosh et al., 1994). Eine internationale Doppelblind-
studie Uber mehrere Jahre, an der auch unsere Arbeitsgruppe beteiligt war, hat in
eindrucksvoller Weise zeigen kénnen, dass durch die lokale Anwendung der T4N5-
Liposomenlotion die Frequenz UV-induzierter Hauttumoren und seiner Vorstufen (ak-
tinische Keratosen) bei XP Patienten signifikant reduziert werden konnte (Yarosh et
al., 2001).

Man kann davon ausgehen, dass bei extremer Sonnenexposition auch der
NER eines gesunden Menschen Uberfordert ist, was eine nicht ausreichende Repa-
ratur und somit bleibende DNA-Schaden zur Folge hat. In diesem Zusammenhang
ergibt sich nun durch die Verfligbarkeit von T4N5 die Mdglichkeit, nicht ausreichende
endogene DNA-Reparatur auch beim Gesunden exogen zu ergénzen. Ein ahnlicher
Ansatz ist durch ein weiteres Reparaturenzym, die Photolyase, gelungen, welches
z.B. in Beuteltieren vorkommt. Photolyase erkennt das Photoprodukt in der DNA,
bindet daran und spaltet es in Gegenwart von sichtbarem Licht (Photoreaktivierung)
(Yasui et al., 1988). Auch wenn Photolyase nicht bei Menschen vorkommt, ist sie in
der Lage, DNA-Schaden in humanen Zellen zu reparieren (Stege et al., 2000). T4N5
Endonuklease und Photolyase eignen sich somit DNA-Reparaturleistung zu erh6hen
und vom NER nicht erfasste DNA-Schaden zu reparieren. Diese Strategie, auch e-
xogene Reparatur genannt, stellt somit ein alternatives Konzept zum Schutz gegen-
uber den schadigenden Effekten von UV-Strahlung dar und wird in Zukunft adjuvant
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mit konventionellem Sonnenschutz (Sonnenschutzmittel, textiler Sonnenschutz) zu

kombinieren sein.

Die Haut ist noch mit einem zusatzlichen Schutzmechanismus ausgestattet,
namlich der Induktion von apoptotischem Zelltod (Kulms & Schwarz, 2000). Zellen, in
denen der UVB-induzierte DNA-Schaden nicht komplett repariert wurde, haben
prinzipiell das Potential zur malignen Entartung (erster Schritt). Um dem
vorzubeugen, schaltet das Tumorsuppressorgen p53 im Interesse des
Gesamtorganismus das Apoptoseprogramm, ein inharentes Selbstmordprogramm,
an, was zur sukzessiven Fragmentierung der geschéadigten Zelle fihrt (Kraemer,
1997; Ziegler et al., 1994). Morphologisch erscheinen die apoptotischen
Keratinozyten nach UV-Bestrahlung als Sonnenbrandzellen in der Epidermis. Die
Induktion von UV-induzierter Apoptose ist somit ein protektiver Vorgang, der vor
maligner Entartung schitzt (Murphy et al., 2001). UV-induzierte Apoptose zu
beschleunigen bzw. zu verstarken, ist daher ein Konzept, das im Rahmen

alternativer Schutzstrategien verfolgt wird.

Umgekehrt gehen Stérungen im Ablauf der Apoptose mit einer Erhéhung des
Karzinogeneserisikos einher. Im Gegensatz zu Keratinozyten, die nach UV-
Bestrahlung relativ leicht in die Apoptose gehen, sind Melanozyten gegentber Apop-
tose relativ resistent (Gilchrest et al., 1999). Dies bedeutet, dass Melanozyten mit
geschadigter DNA im Vergleich zu Keratinozyten eine héhere Chance haben zu -
berleben und somit auch das Entartungspotential steigt, was fir die Pathogenese
des malignen Melanoms von entscheidender Bedeutung sein dirfte. Die Ursachen
fir die Apoptoseresistenz von Melanozyten stehen daher im Zentrum der modernen
Melanomforschung. Ein alternativer Weg die Melanomgenese zu inhibieren, ware
daher die DNA-Reparatur in Melanozyten zu induzieren bzw. zu beschleunigen. Ob

dies mdglich ist, sollte im vorliegenden Projekt untersucht werden.

3.1. Eigene Vorarbeiten

Unsere Arbeitsgruppe beschaftigt sich seit langerer Zeit mit den Mechanis-
men, die der UVB-induzierten Apoptose von Keratinozyten zugrunde liegen (Kulms &
Schwarz, 2000; Murphy et al., 2001). Wir und andere Arbeitsgruppen konnten zei-
gen, dass UVB-induzierter DNA-Schaden ein entscheidendes Kriterium fir die Induk-
tion von Apoptose in Keratinozyten darstellt. Reduktion des DNA-Schadens durch
exogene Reparatur mittels T4N5 bzw. Photolyase fuhrt zu einer deutlichen Reduktion
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der Apoptose (Stege et al., 2000; Kulms et al., 1999; Wolf et al., 2000). Zusatzlich
darften auch Todesrezeptoren, die an der Zelloberflache exprimiert werden
(CD95/Fas, TNT-Rezeptoren, Trial-Rezeptoren), beteiligt sein. Es gelang zu zeigen,
dass UVB-Strahlung in der Lage ist, den CD95 Rezeptor direkt zu aktivieren (Araga-
ne et al., 1998; Rehemtulla et al., 1997). Eine Inhibition der Signaltransduktion dieses
Rezeptors ist mit einer Reduktion der Apoptose assoziiert. DNA-Schaden und Todes-
rezeptoraktivierung schlieBen sich jedoch nicht gegenseitig aus, sondern beide tra-
gen essentiell zur kompletten Umsetzung der Apoptose bei, zumal nur eine Hem-
mung beider Komponenten mit einer nahezu kompletten Inhibition der Apoptose ein-
hergeht (Kulms et al., 1999).

Vor einiger Zeit konnten mehrere Arbeitsgruppen beobachten, dass die Akti-
vierung des Transkriptionsfaktors NFkB (nuclear factor kB) einen antiapoptotischen
Effekt austbt (Barkett & Gilmore, 1999). Dementsprechend gelang es uns zu zeigen,
dass der Entziindungsmediator IL-1, ein starker Aktivator von NFkB, Keratinozyten
vor Todesligand-induzierter Apoptose schitzt (Kothny-Wilkes et al., 1998). Diese
Beobachtung scheint insofern von praktischer Relevanz, als Tumorzellen in vivo von
Entzindungszellen, die u.a. IL-1 sezernieren, umgeben sind. Tumorzellen kénnten
sich somit durch Aktivierung von NFkB z.B. dem therapeutischen Effekt des Todesli-
ganden TRAIL entziehen. Im Gegensatz zu Ligand-induzierter Apoptose schutzt IL-1
nicht vor UV-induzierter Apoptose, sondern flhrt sogar zu einer Verstarkung des UV-
induzierten Zelltodes (Kothny-Wilkes et al., 1999). Welche Mechanismen, dieser am-
bivalenten Antwort unterliegen, ist nicht bekannt und derzeit Gegenstand intensiver
Untersuchungen. Diese Befunde zeigen jedoch eindeutig, dass UV-induzierte Apop-
tose von AuBen, in diesem Fall durch IL-1, beeinflusst werden kann.

Um weitere Erkenntnisse Uber die exogene Regulation von UV-induzierter
Apoptose zu gewinnen, haben wir den Effekt verschiedener Zytokine auf UV-
induzierte Apoptose studiert. In diesem Zusammenhang erscheint IL-12 von beson-
derem Interesse. IL-12 ist ein heterodimeres Zytokin, das aus zwei Ketten p35 und
p40 besteht. IL-12 wirkt vorwiegend immunmodulatorisch (Trinchieri, 1998) und hebt
u. a. die UV-induzierte Immunsuppression auf (Schwarz et al., 1996). Interessanter-
weise fuhrt die Vorinkubation von Keratinozytenlinien mit IL-12 zu einer deutlichen
Reduktion der UV-induzierten Apoptose. Gleiches konnte fur die in vivo Situation be-
obachtet werden, da die intrakutane Injektion von IL-12 mit einer signifikanten Re-

duktion der Anzahl von Sonnenbrandzellen nach UV-Bestrahlung einherging. Uber-
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raschenderweise war 4 Stunden nach UVB-Bestrahlung der UVB-induzierte DNA-
Schaden in den mit IL-12 vorbehandelten Keratinozyten im Vergleich zu nur UVB-
bestrahlten Keratinozyten deutlich reduziert. Wurde hingegen die DNA-Extraktion
unmittelbar nach UVB-Bestrahlung durchgefihrt, war kein Unterschied zwischen un-
behandelten und IL-12-behandelten Keratinozyten zu beobachten. Da somit ein
UVB-filternder Effekt von IL-12 auszuschlieBen ist, kann dies nur mit einer verstark-
ten Entfernung von DNA-Schaden durch Induktion von DNA-Reparatur erklart wer-
den. Diese Vermutung konnte im Comet-Assay bestéatigt werden. Aus diesem Grun-
de wurde der Effekt von IL-12 auf die transkriptionelle Regulation der NER-
Komponenten mittels "RNase protection assay" untersucht. Wesentliche Komponen-
ten des NER (XPC, XPG, DDB1, DDB2/p48, RPA) waren in UVB-bestrahlten Zellen
reduziert. Dieser Befund ist in Einklang mit den Beobachtungen von Mitchell et al.
(2001), die eine Inhibition der DNA-Reparatur durch chronische UV-Bestrahlung
vermuten lassen. Beide Befunde widersprechen dem Konzept, dass NER nicht regu-
liert wird. Zugabe von IL-12 fUhrte zu einer Kompensation des inhibitorischen Effek-
tes, ja sogar zu einer Aufregulierung der NER-Komponenten. Diese Untersuchungen
legen den Schluss nahe, dass IL-12 die Fahigkeit besitzt, den NER zu induzieren.
Die Vorbefunde lieBen sich somit auf zwei Kernaussagen verdichten:

- UVB-Strahlung unterdriickt NER-Komponenten.
- IL-12 kompensiert diesen Effekt bzw. induziert NER.

Beide Beobachtungen sprachen eindeutig flr eine Regulation der endogenen DNA-
Reparatur (NER). Daraus ergaben sich folgende zu bearbeitende Fragestellungen:

Welche Mechanismen liegen dem NER-induzierenden Effekt von IL-12 zugrunde?

Lassen sich die bisherigen in vitro Beobachtungen von IL-12 auf die in vivo Situation

Ubertragen bzw. Iasst sich dadurch das Photokarzinogeneserisiko senken?

Ist die DNA-Reparatur individuellen Schwankungen unterworfen und als Risikopara-
meter flr Hautkrebs geeignet?
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4. Ergebnisse

4.1. Teilprojekt A: Welche Mechanismen liegen dem protektiven Effekt von
IL-12 zugrunde?

4.1.1. Induziert IL-12 DNA-Reparatur?

Um die Frage zu beantworten, ob IL-12 NER induziert, wurde der shuttle vec-
tor assay benutzt. Dabei werden Plasmidvektoren mit einem Chloracetyltransferase
(CAT)-Reportergenkonstrukt, das hinter einem SV40-Promoter kloniert wurde, in vitro
UVB-Strahlung ausgesetzt. AnschlieBend werden die Plasmidvektoren mittels E-
lektroporation in Keratinozytenzelllinien eingebracht. Je mehr DNA-Schaden die
UVB-Strahlung im Reporterkonstrukt setzt, umso geringer wird die CAT-Expression
nach Transfektion sein (Eller et al., 1997). Je starker hingegen die DNA-Schaden
nach Transfektion in den Wirtszellen repariert werden, umso stéarker wird die CAT-
Expression wiederhergestellt. Dieses Experiment wurde mit Zellen der Epidermoid-
karzinomlinien KB durchgefihrt. Wie zu erwarten, war die CAT-Expression in KB-
Zellen, die mit UVB-bestrahlten Plasmiden transfiziert wurden, deutlich reduziert.
Wurden die Zellen hingegen mit IL-12 behandelt, war die CAT-Expression erhdht
(Abb. 1), was die Annahme untersttitzt, dass IL-12 den NER induziert.

1,44

CAT Expression

Co uvB UVB+IL-12

Abb.1: Plasmidvektoren mit einem Chloracetyltransferase (CAT)-Reportergen-kon-
strukt, das hinter einem SV40-Promoter kloniert wurde, wurde mit 20 mJ/cm2 UVB
bestrahlt. AnschlieBend wurden die Plasmide mittels Elektroporation in unbehandelte
(UVB) bzw. mit IL-12 (100 ng/ml) vorbehandelte (UVB-IL-12) KB-Zellen transfiziert.
Als Kontrolle (Co) wurden Wirtszellen mit unbestrahlten Plasmiden transfiziert. Die
CAT-Expression wurde mittels eines CAT-ELISA (Fa. Roche) gemessen.
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4.1.2. Ist der Effekt von IL-12 fiir Pyrimidindimere spezifisch?

Bisher konnten wir mittels Southwestern-Dotblot-Analyse zeigen, dass die
Vorbehandlung von Zellen mit IL-12 zu einer Reduktion UV-induzierter Pyrimidindi-
mere flhrt. Pyrimidin-dimere sind die wichtigsten aber nicht die einzigen Photopro-
dukte, die nach UVB-Bestrahlung entstehen. Zusatzlich werden (6-4)-Photoprodukte
generiert. Mittels spezifischer Antikérper gegen (6-4)-Photoprodukte (Kamiya Biome-
dical Company) sollte in der Southwestern-Dotblot-Analyse Uberprift werden, ob
nach Vorbehandlung mit IL-12 auch die Anzahl der (6-4)-Photoprodukte reduziert ist.
Sollte IL-12 tatsachlich zu einer Induktion des NER flihren, wéare anzunehmen, dass
auch (6-4)-Photoprodukte durch IL-12 reduziert werden. Allerdings ergaben sich bei
der Durchfihrung technische Probleme, da sich der Antikdrper als sehr ,klebrig® er-
wies und daher eine extrem hohe unspezifische Farbung ergab, sodass keine Aus-
sage bezlglich des Einflusses von IL-12 auf die Reparatur von (6-4)- Photoproduk-
ten gemacht werden konnte. Im Gegensatz zu UVB schadigt UVA-Strahlung die DNA
nicht direkt, sondern indirekt vorwiegend Uber die Induktion von Singulett-Sauerstoff.
Das primare Produkt der UVA-Schéadigung ist 8-Hydroxyguanin (7.8-Dihydro-8-
Oxoguanosin), welches nicht durch den NER repariert wird. IL-12 hatte keinen Ein-
fluss auf die Menge von 8-Hydroxyguaninen, was bestatigt, dass der Effekt von IL-12
fir den NER spezifisch sein durfte.

4.1.3. Ist der Apoptose-inhibierende Effekt von IL-12 fiir UVB-Strahlung spezi-
fisch?

Wir hatten bis zu Beginn des Projektes beobachtet, dass sowohl in vitro als
auch in vivo die UVB-induzierte Apoptose von Keratinozyten signifikant durch IL-12
reduziert werden kann, was vermutlich auf die erhéhte DNA-Reparatur zurtickzufih-
ren ist. Inhibition von apoptotischem Zelltod wird im Allgemeinen als nachteilig be-
trachtet, da dadurch DNA-geschadigte Zellen Giberleben und somit ein erhdhtes Risi-
ko fur maligne Entartung entsteht (Ziegler et al., 1994). Da die Induktion UV-
mediierter Apoptose ein protektiver Vorgang ist, wird sogar nach Strategien gesucht,
UV-mediierten Zelltod zu induzieren. Wir konnten kirzlich zeigen, dass dies mit dem
proinflammatorischen Zytokin IL-1 mdglich ist. IL-1 schitzt Keratinozyten zwar vor
Todesligand-induzierter Apoptose, nicht aber vor UV-induzierter Apoptose. Im Ge-
genteil IL-1 fUhrt sogar zu einer Verstarkung des UV-induzierten Zelltodes (Kothny-
Wilkes et al., 1999). Die Aufklarung der diesem Phanomen zugrunde liegenden Me-
chanismen wird daher zur Entwicklung zukinftiger Protektionsstrategien beitragen,
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die das Konzept verfolgen, jene Zellen, die zwar geschadigte DNA tragen aber von
alleine nicht in die Apoptose gehen, in den Zelltod zu treiben. Im Rahmen dieses
Vorhabens konnten wir zeigen, dass die Verstarkung der UV-induzierten Apoptose
durch IL-1 auf eine NFkB-abhangige Unterdrickung der TRAF-Proteine-1, -2 und -6
(tumor necrosis factor receptor associated factor) zurtickzufihren ist (PGppelmann et
al., 2005). Es ist bekannt, dass TRAF-Proteine antiapoptotische Aktivitat aufweisen.
Detailergebnisse sind der Publikation "NFkB-dependent downregulation of TRAF pro-
teins contributes to IL-1-mediated enhancement of UVB-induced apoptosis” erschie-
nen 2005 in The Journal of Biological Chemistry (Band 280, Seiten 15635-15643) zu

entnehmen.

Im Gegensatz dazu kann die Inhibition der UV-induzierten Apoptose durch IL-
12 als vorteilhaft angesehen werden, zumal dieses Phanomen auf eine Reduktion
UV-induzierten DNA-Schadens durch IL-12 zurtickzufthren ist. Um zu Uberprifen, ob
der Effekt von IL-12 fir UVB-induzierte Apoptose spezifisch ist, sollten andere
Apoptose-induzierende Stimuli diesbezliglich untersucht werden. Dazu sollten Zellen
v-Strahlung bzw. Chemotherapeutika (Doxorubicin, Cis-Platin) ausgesetzt werden.
Die durch diese Einfliisse verursachten Schaden werden nicht durch NER, sondern
durch base excision repair bzw. homologe Rekombination entfernt (Hoeijmakers,
2001). Sollte der Effekt von IL-12 far NER spezifisch sein, wére zu erwarten, dass IL-
12 z.B. die durch y-Strahlung induzierte Apoptose nicht reduziert. Dazu sollten
Keratinozytenlinien (KB) den unterschiedlichen Stimuli ausgesetzt werden und nach
16 Stunden die Apoptose gemessen werden. Durch y-Strahlung induzierter DNA-
Schaden wurde nicht beeinflusst, zumal es sich hierbei primar um DNA-
Strangbriiche handelt (Abb. 2). Der Effekt von IL-12 auf durch Chemotherapeutika
induzierten DNA-Schaden war heterogen. Durch Cis-Platin induzierter DNA-Schaden
wird zum Teil Ober den NER repariert, wahrend dies fir die meisten anderen
Chemotherapeutika nicht gilt. Die Absterberate von mit Cis-Platin behandelten Zellen
war deutlich reduziert, wenn die Zellen mit IL-12 vorbehandelt wurden (Abb. 3). Im
Gegensatz dazu hatte IL-12 keinen Effekt auf die Zytotoxizitdt von Doxorubicin. Da
die Absterberate mit der Menge des durch die Chemotherapeutika induzierten DNA
Schadens korreliert, ist dies ein weiterer Hinweis, dass IL-12 ausschlieBlich den NER

induziert.
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Abb. 2: KB-Zellen wurden 30 bzw. 60 Gy y-Strahlung augesetzt. Jeweils eine Gruppe von
Zellen wurde 3 Stunden vor und unmittelbar nach Bestrahlung mit rekombinantem humanem
IL-12 (100 ng/ml) inkubiert. 16 Stunden spéater wurde die Apoptoserate mit einem DNA-
Fragmentierungs-ELISA gemessen. Die y-Achse stellt die optische Dichte dar, die mit der
DNA-Fragmentierung korreliert.

Optical density
P

Co IL-12 Doxo Doxo + Cis-Platin  Cis-Platin
IL-12 +I1L-12

Abb. 3: KB-Zellen wurden mit Doxorubicin (Doxo, 10 pg/ml) bzw. Cis-Platin (10 ug/ml)
inkubiert. Jeweils eine Gruppe wurde zusatzlich mit IL-12 (100 ng/ml) behandelt. 16 Stunden
spater wurde die Apoptoserate mit einem DNA-Fragmentierungs-ELISA gemessen.
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4.1.4. Induziert IL-12 global genome repair (GGR) oder transcription-coupled-
repair (TCR)?

Sollte IL-12 zu einer Induktion des NER fuhren, dirfte der protektive Effekt
von IL-12 in Zellen von XP-Patienten nicht zu beobachten sein. Dazu sollen
Fibroblasten von XP-Patienten unterschiedlicher Komplementationstypen UVB-
Strahlung in Gegenwart oder Absenz von IL-12 ausgesetzt und die Apoptoserate
gemessen werden. Fibroblasten von gesunden Probanden sollten als Kontrolle die-
nen. Darlber hinaus sollte untersucht werden, ob eine Reduktion der Sonnenbrand-
zellen bzw. eine Reduktion des DNA-Schadens durch IL-12 in Xpa-defizienten (-/-)-
M&ausen zu beobachten ist. Xpa-/- Mause sind durch einen Defekt im XPA-Gen so-
wohl im GGR als auch TCR inhibiert (Garssen et al., 2000). Fibroblasten erwiesen
sich allerdings als auBerst resistent gegenltber Apoptose, sodass alternativ Untersu-
chungen mit peripheren mononuklearen Zellen von XP-Patienten durchgefihrt wur-
den. Die Inkubation UV-bestrahlter Leukozyten gesunder Probanden mit IL-12 fUhrte
zu einer deutlichen Reduktion des DNA-Schadens, wie im Southwestern-Dotblot ge-
zeigt werden konnte, wahrend der Effekt von IL-12 bei Leukozyten von XP-Patienten
nicht zu beobachten war (Schwarz et al., 2002).

Eine Reduktion von UV-induzierter Apoptose bzw. von UV-induziertem DNA-
Schaden durch IL-12 war in Xpa-/- Mausen nicht zu beobachten. Da diese Tiere Uber
keinen funktionsfahigen NER verfligen, lassen diese Boachtungen den Schluss zu,
dass IL-12 seinen Effekt Uber eine Induktion des NER vermitteln darfte. Durch Ver-
wendung von Xpc-/- Mausen, die lediglich einen Defekt im GGR aufweisen, sollte
Uberprift werden, ob IL-12 den TCR beeinflusst. Sollten protektive Effekte in Xpc-/-
M&ausen nachzuweisen sein, wére dies ein Hinweis, dass IL-12 den TCR beeinflusst.
Die Mause sollten im Rahmen einer Kooperation von H. van Steeg, Bilthoven, zur
Verflgung gestellt werden. Allerdings kam es dabei zu einer Verzdgerung, da der
Tierstall, der SPF-Bedingungen aufweist, mehrmals wegen einer Kontamination des-

infiziert und somit voribergehend geschlossen werden musste.

Die Frage, ob IL-12 GGR oder TCR beeinflusst, konnte aber durch ein ande-
res Experiment indirekt beantwortet werden. UVB-Strahlung induziert eine Depletion
der Langerhanszellen in der Epidermis. Da Langerhanszellen die primaren Antigen-
prasentierenden Zellen der Epidermis sind, erklart dieses Phanomen zumindest par-
tiell die immunsuppressive Wirkung von UVB-Strahlung. Wir konnten zeigen, dass IL-
12 die Depletion von Langerhanszellen verhindert (Schwarz et al., 2005). Dies war
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allerdings in Xpa-/- Mausen nicht zu beobachten, was den Schluss zulasst, dass UV-
induzierter DNA-Schaden unmittelbar fir das Auswandern der Langerhanszellen
verantwortlich ist. Dementsprechend konnten die Zellen auch in den regionaren
Lymphknoten nachgewiesen werden. FACS-Doppelfarbungen zeigten, dass die
Mehrzahl dieser Zellen UV-geschéadigte DNA aufwies. Wurden die Mause mit IL-12
behandelt, war zwar die Anzahl der Langerhanszellen in den Lymphknoten nicht re-
duziert, sehr wohl aber die Menge des DNA-Schadens. In Xpa-/- Mausen war die
Reduktion des DNA-Schadens in den Langerhanszellen durch IL-12 hingegen nicht
zu beobachten (Schwarz et al., 2005). Dies lasst den Schluss zu, dass DNA-
Schaden fur die Auswanderung der Langerhanszellen unmittelbar verantwortlich ist
und IL-12 die Auswanderung durch Reduktion des DNA-Schadens verhindert. Kél-
gen und Mitarbeiter hatten beobachtet, dass die Auswanderung der Langerhanszel-
len TCR-abhangig ist (Kélgen et al., 2003). Da IL-12 die Auswanderung verhindert
(Schwarz et al., 2005), kann indirekt daraus geschlossen werden, dass IL-12 in je-
dem Falle TCR induzieren durfte. Detailergebnisse sind der Publikation "Prevention
of UV radiation-induced immuno-suppression by IL-12 is dependent on DNA repair”
erschienen 2005 in The Journal of Experimental Medicine (Band 201, Seiten 173-

179) zu entnehmen.

4.1.5. Ist der Effekt von IL-12 in Melanozyten bzw. Melanomzellen zu beobach-
ten?

Unsere bisherigen Voruntersuchungen wurden lediglich mit Keratinozyten
bzw. hamatopoetischen Zellen durchgefihrt. Sollte IL-12 tatsdchlich zu einer Reduk-
tion des DNA-Schadens Uber eine Induktion der endogenen Reparatur fihren, ware
dies vor allem fir Melanozyten von groBer Bedeutung. Im Gegensatz zu Keratinozy-
ten sind Melanozyten nach UVB-Bestrahlung gegeniber Apoptose wesentlich resis-
tenter (Gilchrest et al., 1999). Dies hat zur Folge, dass Melanozyten, auch wenn der
DNA-Schaden nicht komplett repariert wurde, im Gegensatz zu Keratinozyten, die
nun in die Apoptose getrieben werden, Uberleben und somit die Basis fir maligne
Entartung bilden. Eine Strategie, die DNA-Schaden in Melanozyten zu reduzieren,
z.B. durch Induktion endogener Reparatur, ware daher im Hinblick auf Pravention
des Melanoms von groBer Bedeutung. Um zu Uberprifen, ob dies auf IL-12 zutreffen
kénnte, sollten humane Melanozyten UVB-Strahlung in Gegenwart oder Absenz von
IL-12 ausgesetzt und anschlieBend die Apoptose-Rate sowie die Anzahl der DNA-

Schaden bestimmt werden.
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Um normale humane Melanozyten in die Apoptose zu treiben, waren hdhere
UVB-Dosen notwendig als fur Keratinozyten. Die Zugabe von IL-12 flhrte zu einer
Reduktion der UV-induzierten Apoptose, was zeigt, dass der Effekt von IL-12 far
Keratinozyten nicht spezifisch ist. Ebenso konnte im Southwestern Dotblot
beobachtet werden, dass die Menge des UVB-induzieten DNA Schadens in
Melanozyten nach Zugabe von IL-12 deutlich reduziert werden kann (Abb. 4).
Allerdings scheint die Kapazitdt von IL-12, UVB-induzierten DNA-Schaden zu
reduzieren, begrenzt zu sein, da nach hdheren UVB-Dosen (35 md/cm?) zwar

reduzierte aber noch deutliche Mengen an DNA-Schaden zu finden war (Abb. 4).

25 md/cm?2

°
. € 35 mJjom?

Abb. 4: Humane Melanozyten wurden mit 25 bzw. 35 mJ/cm? UVB (2,3) bestrahilt.
1,5 Stunden vor und unmittelbar nach Bestrahlung wurde rekombinantes humanes
IL-12 (100 ng/ml) zugegeben (3). 6 Stunden spater wurde DNA extrahiert und die
Menge an DNA Schaden im Southwestern Dotblot unter Verwendung eines gegen
Pyrimidindimere gerichteten Antikdrpers bestimmt. Unbehandelte Zellen dienten als
Kontrolle (1).

Es stellte sich nun die Frage, ob ein ahnlicher Effekt wie mit IL-12 auch durch
andere Mediatoren hervorgerufen werden kann. Alpha-Melanozyten-stimulierendes-
Hormon (aMSH) ist ein Hormon, das die Produktion von Melanin in Melanozyten in-
duziert. aMSH flihrte zu einer deutlichen Reduktion der UVB-induzierten Apoptose
von Melanozyten (Béhm et al., 2005). Dies konnte sowohl in einem DNA-
Fragmentierungs-ELISA als auch mit Annexin-V Farbung nachgewiesen werden.
Diese Messungen wurden 24 Stunden nach UV-Bestrahlung durchgeflihrt, sodass
nicht mit absoluter Sicherheit ausgeschlossen werden konnte, dass aMSH lediglich
eine Verzogerung des Zelltodes verursacht. Dies ist jedoch unwahrscheinlich, da das
Auswachsen von Kolonien UVB-bestrahlter Melanozyten nach drei Wochen in Ge-



21

genwart von aMSH im Vergleich zu nur UVB-bestrahlten Melanozyten deutlich erhéht
war. Der protektive Effekt von aMSH kann nicht durch einen Zellzyklusarrest erklart
werden, da aMSH den Zellzyklus nicht beeinflusst. aMSH verandert auch nicht die
Expression von Bcly, Bcly, Bax, p53, CD95 oder CD95L, so dass der protektive Effekt
von aMSH nicht durch eine Veranderung pro- bzw. antiapoptotischer Proteine erklart
werden kann. Soutwestern-Dotblot-Analysen zeigten hingegen, dass aMSH &hnlich
wie IL-12 die Menge UVB-induzierten DNA-Schadens deutlich reduziert (Béhm et al.,
2005). Dies durfte ebenfalls auf eine verstarkte Reparatur des DNA-Schadens zu-
rickzufihren sein, zumal die Mengen des DNA-Schadens unmittelbar nach UV-
Bestrahlung in der unbehandelten und der aMSH-exponierten Gruppe etwa gleich
waren. Dies lieB ahnlich wie bei IL-12 eine Induktion des NER durch aMSH vermu-
ten. Dies konnte durch Verwendung von Fibroblasten von XP-Patienten bewiesen
werden. Fibroblasten exprimieren ebenfalls wie Melanozyten Rezeptoren fur aMSH.
aMSH war in der Lage, normale dermale Fibroblasten vor UVB-induzierter Apoptose
signifikant zu schitzen, wahrend dieser Effekt in XPA-Fibroblasten nicht zu beobach-
ten war. Dies lasst den Schluss zu, dass der protektive Effekt von aMSH auf eine
Induktion des NER zurlckzuflhren ist. Diese Daten zeigen somit, dass die Induktion
des NER nicht auf IL-12 beschrankt ist, sondern auch durch Neuropeptide wie z.B.
aMSH induziert werden kann (Béhm et al, 2005). Detailergebnisse sind der Publika-
tion ” Alpha-melanocyte-stimulating hormone protects from ultraviolet radiation-
induced apoptosis and DNA damage” erschienen 2005 in The Journal of Biological
Chemistry (Band 280, Seiten : 5795-5802) zu entnehmen.

Da Melanozyten bzw. Melanomzellen gegentber UVB-induzierter Apoptose
relativ resistent sind, wurde das Zusammenspiel von UVB-Strahlung und von Todes-
liganden bei der Induktion von Apoptose in Melanomzellen untersucht (Zeise et al.,
2004). Tumor necrosis factor related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) ist ein Todes-
ligand, der Apoptose Uber die Aktivierung der TRAIL-Rezeptoren induziert. TRAIL
induziert praferentiell Apoptose in Tumorzellen, nicht aber in normalen Zellen und
wurde daher anfangs als das ideale Krebstherapeutikum gehandelt. Interessanter-
weise sind nicht alle Melanomzellen gegentber TRAIL sensitiv. Welche Mechanis-
men dabei zugrunde liegen, ist vollkommen unklar. Im Rahmen der Untersuchungen
des Effektes von Mediatoren auf UVB-induzierte Apoptose von Melanomzellen wurde
beobachtet, dass TRAIL-resistente Melanomzellen durch sublethale Dosen von UVB-

Strahlung gegentber TRAIL extrem sensitiv werden (Zeise et al., 2004). Zusatzlich
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fuhren die gleichen UVB-Dosen zu einer deutlichen Erhéhung der Sensitivitat gegen-
dber TRAIL in TRAIL-empfindlichen Melanomzellen. FACS-Analysen konnten zei-
gen, dass dieser Effekt nicht auf eine differentielle Regulation der TRAIL-Rezeptoren
zurGckzufihren ist. Anhand von zwei selektierten Melanomzelllinien, einer TRAIL-
sensitiven und einer -resistenten, konnte gezeigt werden, dass nur die resistente Li-
nie eine Spleissvariante des FLIP Proteins (FLICE inhibitory protein) aufweist. Diese
Variante vermittelt starke antiapoptotische Aktivitat. Uberexpression dieser Variante
mittels Transfektion wandelte TRAIL-sensitive Zellen in resistente um. UVB-
Bestrahlung hatte eine deutliche Reduktion der Expression von FLIP zur Folge. Dar-
aus kann geschlossen werden, dass die Expressionsstarke und die Prozessierung
von FLIP entscheiden, ob Melanomzellen gegenltber TRAIL resistent oder sensitiv
sind. UVB-Strahlung scheint TRAIL-resistente Zellen durch Unterdrickung der Ex-
pression von FLIP in sensible umzuwandeln (Zeise et al., 2004). Detailergebnisse
sind der Publikation "Resistance of human melanoma cells against the death ligand
TRAIL is reversed by ultraviolet-B radiation via downregulation of FLIP ” erschienen
2004 in The Journal of Investigative Dermatology (Band 123, Seiten : 746-754) zu

entnehmen.

TRAIL durfte aber auch eine Rolle bei der Entstehung von nicht-
melanozytarem Hautkrebs spielen. Da TRAIL primar transformierte Zellen in die
Apoptose treibt, normale Zellen aber schont, wurde untersucht, ob chronische UV-
Bestrahlung die Expression von TRAIL unterdrickt. In Biopsien akuter UV-
Bestrahlung (Sonnenbrand, polymorphe Lichtdermatose) war die Expression von
TRAIL nicht veradndert. Im Gegensatz dazu fand sich eine deutlich niedrigere
Expression in Hautbiopsien chronisch UV-bestrahlter Areale alterer Personen
(Stander & Schwarz, 2005). Zusétzlich war TRAIL in aktinischen Keratosen,
Basaliomen bzw. Plattenepithelkarzinomen fast Gberhaupt nicht exprimiert. Diese
Untersuchungen lassen daher vermuten, dass chronische UVB-Bestrahlung die
Expression von TRAIL unterdrickt und somit die Entstehung von Hauttumoren
unterstiitzen koénnte (Stdnder & Schwarz, 2005). Detailergebnisse sind der
Publikation "Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) is
expressed in normal skin and cutaneous inflammatory diseases, but not in
chronically UV-exposed skin and non-melanoma skin cancer” erschienen 2005 in
The American Journal of Dermatopathology (Band 27, Seiten : 116-121) zu

entnehmen.
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4.2. Teilprojekt B: Fihrt IL-12 zu einer Reduktion des Photokarzinogeneseri-
sikos?

4.2.1 Schiitzt endogenes/konstitutives IL-12 vor UV-induzierten Tumoren?

Wir und andere Arbeitsgruppen konnten vor einigen Jahren nachweisen, dass
neben Makrophagen und dendritischen Zellen auch Keratinozyten die Fahigkeit be-
sitzen, IL-12 zu sezernieren (Aragane et al., 1994; Muller et al., 1994). Es ist aller-
dings bis dato ungeklart, ob die Produktion von IL-12 durch Keratinozyten in vivo von
biologischer Relevanz ist. Aufgrund unserer bisherigen Beobachtungen ware es da-
her vorstellbar, dass durch die konstitutive Produktion von IL-12 in der Epidermis die
DNA-Reparatur induziert wird. Somit wirde die endogene IL-12-Produktion einen
protektiven Effekt vermitteln. Ob dies der Fall ist, sollte anhand von IL-12-defizienten
(IL-12-/-) Mausen Uberprift werden. IL-12-/- Mause und Wildtypkontrolim&use sollten
unterschiedlichen Dosen von UVB-Strahlung ausgesetzt, 16 Stunden spater Biopsien
entnommen und die Anzahl der Sonnenbrandzellen evaluiert werden. Sollte die kon-
stitutive IL-12-Produktion einen protektiven Effekt austben, misste die Anzahl der
Sonnenbrandzellen in IL-12-/- M&usen erhdht sein. IL-12-/- Mause wiesen eine deut-
lich héhere Anzahl von Sonnenbrandzellen auf, was die dem Experiment zugrunde

liegende Hypothese bestétigte (Schwarz et al., 2002).

Um zu Uberprifen, ob IL-12-/- Mause eine erhdhte Inzidenz von UV-
induzierten Hauttumoren aufweisen, wurden die Tiere nach einem etablierten Re-
gime fir 6 Monate einer UVB-Strahlung ausgesetzt (Beissert et al., 1999). Initial wur-
den 5 kd/m? UVB appliziert, die Dosis wurde stufenweise bis auf 20 kJ/m? gesteigert.
Nach etwa 200 Tagen traten die ersten Tumoren auf. Eine Kaplan-Meier Analyse
ergab fur IL-12-/- Mause ein signifikant erh6htes Risiko UV-induzierte Tumoren zu
entwickeln (Abb. 5A). Zusatzlich war die Anzahl der Tumoren in den IL-12-/- Mausen
deutlich erhéht (Abb. 5B).
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Abb. 5: IL-12-/- und Wildtypmause (C57BL/6, Wt) wurden mit 5 kd/m? UVB 3x pro
Woche am rasierten Ricken bestrahlt. Die Dosis wurde stufenweise bis auf 20 kd/m?
gesteigert. Die Mause wurden wéchentlich auf die Entwicklung von Hauttumoren
untersucht. Die Wahrscheinlichkeit Tumoren zu entwickeln, wurde mit der Kaplan-
Meier Analyse bestimmt (A). Zusatzlich wurde die durchschnittliche Anzahl der
Tumoren pro Maus fiir jede Gruppe wdéchentlich bestimmt (B). * p = 0,033

Tumoren, die in den IL-12-/- Mausen entstanden, wiesen ein deutlich aggres-
siveres Wachstumsverhalten auf. Wurden diese Tumoren in immundefiziente nu/nu
Mause transplantiert, wuchsen diese wesentlich rascher als jene Tumoren, die in
UVB-bestrahlten Wildtypmausen entstanden (Abb. 6).
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Abb. 6: UVB-induzierte Tumoren wurden von IL-12-/- bzw. Wildtyp (Wt)-Mausen
entnommen. Tumoren mit einem Durchmesser von 3 mm wurden in immundefiziente
nu/nu Mause subcutan transplantiert. Das Wachstum jedes Tumors wurde
wdchentlich Gberprift und das mittlere Tumorvolumen planimetrisch bestimmit.

*** 5 <0,0001; ****** p< 0,00001

Das aggressivere Wachstumsverhalten der Tumoren der IL-12-/- Mause konn-
te auch in einem elektrophysiologischen Assay nachgewiesen werden. Dieser Assay
misst die Zerstérung eines Nierenepithelzellrasens durch Tumorzellen. Je aggressi-
ver die eingesaten Tumorzellen diesen Zellrasen durchdringen, umso gréBer ist die
Reduktion der transepithelialen Spannung bedingt durch das Offnen der Zellverbin-
dungen (tight junctions) des Zellrasens. Die Reduktion der transepithelialen Span-
nung war signifikant starker ausgepragt, wenn Tumorzellen von IL-12-/- M&usen als
von Wildtypmausen eingesat wurden (Abb. 7). Zusammenfassend zeigen diese Un-
tersuchungen, dass eine IL-12-Defizienz mit einem erhéhten Risiko UV-induzierten
Hautkrebs zu entwickeln, einhergeht. Umgekehrt kann vermutet werden, dass eine
Uberexpression von IL-12 vor UV-induziertem Hautkrebs schiitzen kénnte.
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Abb. 7: Tumorzellen wurden sowohl von IL-12-/- als auch von Wt-M&usen gewonnen.
Tumorzellsuspensionen  wurden auf Nierenepithelzellrasen ausgesat und
anschlieBend die Verdnderung der transepithelialen Spannung bestimmt. Die Werte
der y-Achse stellen den Quotienten der Spannungen vor und nach Einsaen der
Tumorzellen dar. Je niedriger der Quotient liegt, umso starker ist das
Invasionsverhalten der eingesaten Tumorzellen.

*p=0,014 **p=0,04

4.2.2 Kann der protektive Effekt durch endogen induziertes IL-12 mediiert
werden?

Die praktische Anwendung von IL-12 im Sinne eines prophylak-
tisch/therapeutischen Schrittes wird nur im Rahmen einer topischen Applikation még-
lich sein, da eine intrakutane Injektion, wie in den Tierversuchen vorgesehen, nicht
realisierbar ist. Aber auch bei der topischen Applikation sind Probleme abzusehen,
zumal die Penetration von IL-12 als hochmolekulare Substanz nicht unproblematisch
und auBerdem IL-12 als heterodimeres Zytokin in seinen Herstellungskosten extrem
teuer ist. Da Keratinozyten die Fahigkeit besitzen, IL-12 zu produzieren, sollte Uber-
pruft werden, ob die Induktion von endogenem IL-12 einen &hnlichen protektiven Ef-
fekt ausliben kann wie die exogene Applikation. Eine &hnlich erfolgreiche Anwen-

dung wurde unléngst beziglich Interferon-y mit Imiquimod realisiert (Sauder, 2000).

Neben den konventionellen SchutzmaBnahmen (Sonnenschutzcremes, texti-
ler Sonnenschutz, etc.) gewinnt in der Pravention von UV-induzierten Hautschaden

die Chemopravention immer mehr an Bedeutung. Darunter versteht man Prévention
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durch diatetische bzw. medikamentdése MaBnahmen. Gerade die didtetischen MaB-
nahmen stoBen in der Bevélkerung auf groBe Resonanz. In diesem Zusammenhang
erscheint griiner Tee, der vor allem in den asiatischen Landern sehr populér ist, von
potentiellem Interesse (Yang & Wang, 1993). Die chemopraventive Wirkung von gru-
nem Tee wird auch durch einige epidemiologische Studien belegt (Katiyar et al.,
1996). In einer klrzlich publizierten Studie zeigte sowohl die systemische als auch
die topische Applikation von griinem Tee bzw. der darin enthaltenen Phenole (green
tea phenols, GTP) im Tiermodell eine Reduktion der Sonnenbrandzellen nach UV-
Bestrahlung (Elmets et al., 2001). Interessanterweise war auch eine Reduktion des
UV-induzierten DNA-Schadens zu beobachten. Da ein UV-filternder Effekt von gri-
nem Tee ausgeschlossen werden konnte, sind diese Ergebnisse nur durch eine Ver-
starkung der DNA-Reparatur zu erklaren. Aus diesem Grunde sollte untersucht wer-
den, ob der protektive Effekt von griinem Tee indirekt auf die Wirkung von IL-12 zu-
rickzuflhren ist. Dazu sollten Keratinozyten mit GTP (Mitsui Norin Company, Shi-
zouka, Japan) stimuliert und anschlieBend die Freisetzung von IL-12 Uberprift wer-
den. Zusatzlich sollte der Effekt von GTP auf UVB-induzierte Apoptose und DNA-
Schaden untersucht werden. GTP beinhalten (-)-Epicatechin, (-)-Epigallocatechin,
(-)-Epicatechin-3-Gallate und (-)-Epigallocatechin-3-Gallat (95%-ige Reinheit).

Inkubation von Keratinozyten bzw. von aus buffy coat mittels Dichtegradien-
ten-zen-trifugation gewonnenen Makrophagen mit GTP fuhrte zu einer Induktion von
IL-12. Allerdings waren die freigesetzten Mengen vor allem von Keratinozyten sehr
gering und befanden sich im unteren Detektionsbereich des eingesetzten ELISAs
(Abb. 8).
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Abb. 8: Normale humane Keratinozyten wurden mit unterschiedlichen
Konzentrationen von GTP inkubiert und 12 Stunden spater die Uberstande
gewonnen. Die Menge von freigesetztem IL-12 wurde mittels ELISA bestimmt.

Nach Inkubation mit GTP war die Absterberate nach UV-Bestrahlung deutlich
reduziert (Matsui et al., 2003), was in Einklang mit den Beobachtungen von Elmets
und Mitarbeitern (2001) steht. KB-Zellen wurden mit UVB bestrahlt und zusatzlich
unterschiedlichen Konzentrationen von GTP ausgesetzt. Die Absterberate wurde
durch Annexin V Farbung und anschlieBender durchflusszytometrischer Messung
bestimmt. GTP flihrten in dosisabhangiger Weise zu einer Reduktion des UVB-
induzierten Zelltodes (Abb. 9). Diese Daten konnten auch mit anderen

Todesdetektionssystemen wie z.B. DNA-Fragmentierungs-ELISA bestatigt werden.
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Abb. 9: Normale humane Keratinozyten wurden mit UVB (30 mJ/cm?) bestrahlt.
Unmittelbar nach Bestrahlung wurden GTP (0,1%, 0,01%) zugegeben. 16 Stunden
spater wurde die Apoptoserate nach Annexin V Farbung durchflusszytometrisch
gemessen. (MF, mean fluorescence intensity).

e ® o HNK

Abb. 10: Normale humane Keratinozyten (HNK) und KB-Zellen wurden mit 15 (2,3)
bzw. 25 mJ/cm? UVB (4,5) bestrahlt. Unmittelbar nach Bestrahlung wurden GTP
(0,5%) (3,5) zugegeben. 3,5 Stunden spater wurde DNA extrahiert und die Menge an
DNA Schaden im Southwestern Dotblot unter Verwendung eines gegen
Pyrimidindimere gerichteten Antikorpers bestimmt. Unbehandelte Zellen dienten als
Kontrolle (1).

Im Southwestern Dotblot konnte ebenfalls eine Reduktion des UV-induzierten
DNA-Schadens nach Zugabe von GTP beobachtet werden (Abb. 10). Immunhisto-
chemische Analysen waren nicht méglich, da GTP eine braune Eigenfarbe aufwei-
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sen, so dass dieser Farbhintergrund mit der braunen Anfarbung des DNA-Schadens

in den Zellkernen stark interferierte.

Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen, dass GTP IL-12 induzieren,
UV-induzierte Apoptose verhindern und UV-induzierten DNA-Schaden reduzieren.
Da IL-12 DNA-Reparatur induziert, ist die Spekulation nahe liegend, dass GTP den
Effekt auf UV-induzierte Apoptose und DNA-Schaden Uber die Freisetzung von IL-12
mediieren. Sollte dies der Fall sein, misste der Effekt von GTP durch Blockade von
IL-12 zu verhindern sein. Die Ergebnisse von Neutralisationsversuchen mit IL-12-
Antikérpern waren jedoch nicht eindeutig, so dass derzeit versucht wird, IL-12 mittels

siRNA-Technologie zu blockieren.

4.3. Teilprojekt C: Ist die Regulation der DNA Reparatur individuellen
Schwankungen unterlegen und somit als Parameter zur Risikoabschat-
zung fur UV-induzierten Hautkrebs geeignet?

Ziel dieses Teilprojektes war es festzustellen, ob die Regulation der DNA Re-
paratur bzw. das Ansprechen auf IL-12 als Risikoparameter flr Hautkrebs dienen
kann. Die Frage, ob die DNA-Reparatur individuellen Schwankungen unterliegt, sollte
an Material von gesunden Probanden Uberprift werden. Da die Gewinnung von Ke-
ratinozyten eine Hautbiopsie erfordern wirde, dies ethisch schlecht vertretbar ist und
auch die Menge des Materials limitiert wére, sollten diese Untersuchungen mit peri-
pheren mononuklearen Zellen (PBMC) aus dem Blut durchgefuhrt werden. In Vorun-
tersuchungen konnten wir zeigen, dass der Effekt von UVB bzw. IL-12 auf NER-
Komponenten auch in hamatopoetischen Zellen nachzuweisen ist. PBMC wurden
mittels Dichtgradientenzentrifugation gewonnen, nach Waschen in gepufferter Koch-
salzlésung resuspendiert und mit UVB bestrahlt. 3,5 Stunden spéater wurde DNA ext-
rahiert und die Menge UVB-induzierten DNA Schadens im Southwestern Dotblot
analysiert. Der Zeitpunkt von 3,5 Stunden wurde deshalb gewéahlt, weil wir aus Vor-
untersuchungen wussten, dass zu diesem Zeitpunkt ein wesentlicher Teil der Pyrimi-
dindimere durch den NER bereits entfernt wurde. Die Intensitat der jeweiligen Dots
war deutlich mit der Starke der UVB-Strahlung korreliert. Bei allen Proben war eine
Reduktion des DNA-Schadens nach 3,5 Stunden zu beobachten. Es lagen auch
deutliche interindividuelle Schwankungen vor, was flr eine unterschiedliche individu-
elle Reparaturkapazitat spricht (Abb. 11). Allerdings stellte sich heraus, dass der
Southwestern Dotblot als semiquantitatives Verfahren nicht sensitiv genug ist, um
quantitative Aussagen zuzulassen. Gleiches galt fir die Induktion der DNA-Reparatur
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durch IL-12, obwohl eine Reduktion des DNA-Schadens beobachtet werden konnte,
was die dem Antrag zugrunde liegende Hypothese, dass IL-12 DNA-Reparatur indu-
ziert, weiter bestatigt.

- 5 mJfom? 10 mJdfom? UVB
- - + - + IL-12

. 1

*®
® ©® o 2
* 3
® o 4
-

. 5

Abb. 11: Periphere mononukleare Zellen (PBMC) wurden von gesunden Probanden
(1-5) mittels Dichtegradientenzentrifugation gewonnen. Zellen (1x10%ml) wurden in
gepufferter Kochsalzlésung resuspendiert und mit UVB (5 md/cm?, 10 md/cm?)
bestrahlt. 1,5 Stunden vor und unmittelbar nach Bestrahlung wurde rekombinantes
humanes IL-12 (100 ng/ml) zugegeben. 3,5 Stunden nach Bestrahlung wurde DNA
extrahiert und die Menge an DNA- Schaden im Southwestern Dotblot unter
Verwendung eines gegen Pyrimdindimere gerichteten Antikdrpers bestimmt.

5. Diskussion und Ausblick

Das vorliegende Vorhaben beruht auf der Beobachtung, dass das Zytokin IL-
12 DNA-Reparatur induziert (Schwarz et al., 2002). Dies war insofern eine Uberra-
schende Beobachtung, als man bis zu diesem Zeitpunkt davon ausging, dass die
endogene Reparatur, der NER, als essentielles Reparatursystem konstitutiv expri-
miert wird und somit keiner Regulation unterliegt. Untersuchungen der Arbeitsgruppe
von Barbara Gilchrest konnten erstmals zeigen, dass der NER durch DNA-
Bruchstlcke induziert werden kann (Eller et al., 1997). Die Beobachtung, dass der

NER induzierbar bzw. einer exogenen Regulation unterliegt, hat fir die praktische
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Photobiologie besondere Implikationen. Steigerung der DNA-Reparatur mit dem
Fernziel UV-induzierte DNA-Schaden auf ein Minimum zu reduzieren, ist eine we-
sentliche Strategie innovativen Sonnenschutzes. Es ist bereits mdglich DNA-
Schaden durch Applikation exogener z.B. bakterieller DNA-Reparaturenzyme zu re-
duzieren (Yarosh et al, 1994). Ahnliches wurde auch fiir das Reparaturenzym Photo-
lyase berichtet (Stege et al., 2000). Dies ist insofern eine wichtige Strategie, zumal
wir wissen, dass konventioneller Sonnenschutz durch die durchaus wirksamen Son-
nenschutzmittel nicht 100%-ig ist. Eine Induktion der endogenen Reparaturmecha-
nismen, insbesondere des NER, wirde daher eine neue Saule des alternativen Son-

nenschutzes darstellen.

Die Beobachtung, dass der NER einer Regulation unterliegt, lasst daher auch
vermuten, dass individuelle Unterschiede in der Reparaturkapazitat bestehen. Dem-
entsprechend konnte gezeigt werden, dass die Reparaturkapazitat mit zunehmen-
dem Alter abnimmt (Goukassian et al., 2000). Umso wichtiger erscheint es, nach

Strategien zu suchen, dies zu kompensieren.

Es war daher das Ziel dieses Projektes, die Mechanismen aufzuklaren, auf
welche Weise IL-12 den NER induziert und ob endogenes IL-12 vor der Entstehung
von UV-induziertem Hautkrebs schitzt. Zusatzlich sollte untersucht werden, ob die
Kapazitat, UV-induzierten DNA-Schaden zu reparieren, einer individuellen Schwan-
kung unterliegt, mit dem Fernziel dies als Risikoparameter fir UV-induzierten Haut-

krebs zu n(tzen.

Das vorliegende Projekt konnte die anfangs doch sehr (berraschende
Beobachtung, dass IL-12 den NER induziert, weiter bestatigen. Der Effekt von IL-12
auf die DNA-Reparatur scheint fir den NER spezifisch zu sein, zumal IL-12 keinen
Effekt auf durch UVA- bzw. y-Strahlung induzierten DNA-Schaden hat. Diese
Schaden werden durch andere Reparaturmechanismen z.B. base excision repair
repariert. Es bleibt zuklnftigen Untersuchungen vorbehalten zu zeigen, ob auch
diese Reparaturmechanismen einer Regulation unterliegen. Der Effekt von IL-12 ist
nicht flr Keratinozyten spezifisch, da die Reduktion UV-induzierten DNA-Schadens
auch in peripheren mononuklearen Zellen und in Melanozyten beobachtet werden
konnte.

So faszinierend die topische Applikation von IL-12 als alternative Protektions-
strategie gegenlber UVB-Strahlung erscheinen mag, muss doch kritisch zur Kennt-
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nis genommen werden, dass IL-12 flr die topische Applikation nicht besonders ge-
eignet sein durfte. IL-12 ist ein heterodimeres Zytokin, das aus zwei Ketten p35 und
p40 besteht und eine GréBe von etwa 70 kD aufweist. Die Penetration eines solch
groBen Molekuls nach topischer Applikation erscheint problematisch. Als Alternative
erscheint die Induktion von endogenem IL-12. Es war daher das Ziel dieses Vorha-
bens zu klaren, ob endogenes IL-12 vor Photokarzinogenese schitzt. Dazu wurden
IL-12-/- Mause verwendet.

Diese Mause produzieren kein funktionelles IL-12, da sie nicht in der Lage
sind die p40-Kette dieses heterodimeren Zytokins zu exprimieren. |L-12-/- Mause
wiesen eine erhdhte Anzahl von apoptotischen Keratinozyten (Sonnbrandzellen)
nach UVB-Bestrahlung auf (Schwarz et al., 2002). Da die Menge des DNA-Schadens
der wesentliche Faktor ist, ob eine Zelle in die Apoptose geht oder nicht, konnte dar-
aus geschlossen werden, dass IL-12-/- Mause DNA-Schaden weniger effizient repa-
rieren als Wildtyp-Kontrollm&use. Um zu Uberprufen, ob endogenes IL-12 vor Photo-
karzinogenese schutzt, wurden IL-12-/- Mause einer chronischen UVB-Bestrahlung
fur 6 Monate ausgesetzt. Es wurde ein Regime gewahlt, das innerhalb von etwa 6 bis
8 Monaten Hauttumoren induziert. IL-12-/- M&use entwickelten Hauttumoren nicht
nur friher, sondern wiesen auch eine durchschnittlich héhere Anzahl an Tumoren
auf. Zusatzlich war das Wachstumsverhalten jener Tumoren, die aus IL-12-/- M&usen
gewonnen wurden, wesentlich aggressiver. Dies konnte sowohl in vivo durch Trans-
plantation in immundefizienten nu/nu Mause als auch in vitro mittels eines elektro-
physiologischen Zellinvasionsassays nachgewiesen werden. Diese Daten zeigen
daher, dass endogenes IL-12 vor Photokarzinogenese schiitzt. Ob eine Uberexpres-
sion von IL-12 die Inzidenz von UVB-induzierten Tumoren reduziert, kbnnte nur
durch Bestrahlung von transgenen Mausen, die IL-12 selektiv in der Epidermis
exprimieren, Uberprift werden. Allerdings stehen diese Mause nicht zur Verflgung,
da die selektive Uberexpression von zwei Proteinen, IL-12 ist ja ein heterodimeres
Zytokin, nicht einfach ist. Es existiert derzeit lediglich eine transgene Maus, die in der
Epidermis die p40 Kette Uberexprimiert (Kopp et al., 2001). Allerdings sind diese Tie-
re fUr unsere Fragestellung ungeeignet, da die selektive Expression von p40 zur Bil-
dung von p40 Homodimeren fihrt, die keine agonistische sondern antagonistische
Wirkung austiben (Germann et al., 1995)

Eine der essentiellen Funktionen von IL-12 ist die Induktion von Immunantwor-

ten. Es wird daher vermutet, dass die Uberexpression von IL-12 die Induktion von
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Autoimmun- bzw. Entziindungsreaktionen zur Folge haben kdnnte. Neutralisation
von |L-12 ist daher eine aktuelle Strategie immunmediierte Erkrankungen wie z.B. die
Psoriasis vulgaris zu behandeln (Nestle & Conrad, 2004). Es stellt sich daher die
Frage, ob topische Applikation von IL-12 nicht die Gefahr der Induktion von Entzln-
dungs- bzw. Autoimmunerkrankungen birgt. Dies ist insofern berechtigt, als die Epi-
dermis ein Organ ist das eine Tendenz zur Entwicklung von Autoimmunerkrankun-
gen aufweist. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass alleine die Uberexpression
eines einzigen costimulatorischen Molekulls ausschlieBlich in der Epidermis zur In-
duktion von systemischer Autoimmunitat fihrt. Transgene Mause, die das costimula-
torische Molekll CD40-Ligand in der basalten Epidermis exprimieren, entwickeln in-
nerhalb weniger Monate eine systemische Autoimmunerkrankung mit Nieren-. und
Lungenbeteiligung vergleichbar einem systemischen Lupus erythematosus (Mehling
et al., 2001). Aus diesem Grunde war es nahe liegend zu untersuchen, ob nicht an-
dere Mediatoren ebenfalls die Eigenschaft aufweisen, den NER zu induzieren.

Nachdem wir zeigen konnten, dass der Effekt von IL-12 nicht far
Keratinozyten spezifisch, sondern auch in Melanozyten zu beobachten ist, waren wir
interessiert, den Effekt von aMSH auf den NER zu Uberprifen. aMSH ist ein
Proopiomelanocortin, das die Melanogenese induziert. Zusatzlich wird vermutet,
dass aMSH das Uberleben bzw. die Proliferation von Melanozyten unterstiitzt. aMSH
reduzierte signifikant den UVB-induzierten DNA-Schaden in Melanozyten. Dies ist
vermutlich auf eine Induktion des NER zurtickzuflhren, da dieser Effekt von aMSH in
Fibroblasten von XP-Patienten nicht zu beobachten war. In Kontollfibroblasten war
der Effekt von aMSH hingegen zu beobachten. Dies zeigt zuséatzlich, dass der Effekt
von aMSH nicht nur auf Melanozyten beschrankt ist, sondern auch andere Zellen
betrifft, die aMSH-Rezeptoren exprimieren. Da Keratinozyten ebenfalls aMSH-
Rezeptoren exprimieren, ist anzunehmen, dass aMSH die gleichen Effekte wie IL-12
in vivo ausiben dirfte. Im Gegensatz zu IL-12 ist aMSH, was die potentielle
praktische Anwendung betrifft, ein wesentlich unproblematischerer Mediator, da es
keine proinflammatorische bzw. Autoimmunitat-induzierende Aktivitat aufweist und
zusatzlich als relativ kleines Molekll wesentlich geeigneter fir eine topische
Applikation erscheint.

Zusammenfassend lassen sich die Untersuchungen dieses Projektes auf fol-
gende Aussagen verdichten: a) NER ist exogen induzierbar. Dies stellt eine bisher
nicht bekannte neue Strategie fir UV-Protektion dar. b) Die Induktion des NER ist
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nicht auf IL-12 beschrankt. Zukinftige Untersuchungen werden zeigen mussen, fir

welche endogenen aber auch exogenen Substanzen dies ebenfalls zutrifft.

Aufgrund der Beobachtung, dass der NER einer Regulation unterliegt, war es
nahe liegend zu untersuchen, ob der NER individuellen Schwankungen unterliegt
bzw. ob dies als Parameter fir das Risiko Hautkrebs zu entwickeln herangezogen
werden kann. Im Gegensatz zu der bisherigen Annahme, das der NER konstitutiv
exprimiert wird und daher keinen Schwankungen unterliegt, konnte in diesem Projekt
gezeigt werden, dass offensichtlich der NER bei verschiedenen Individuen
unterschiedlich ausgepragt ist. Allerdings erwies sich der in diesem Projekt
eingesetzte Southwestern Dotblot als nicht geeignet, geringe quantitative
Unterschiede zu detektieren, zumal es sich hierbei lediglich um ein semiquantitatives
Verfahren handelt. Es wurde beobachtet, dass die Kapazitat des NER mit
zunehmendem Alter abnimmt (Goukassian et al., 2000). Diese Untersuchungen
inklusive jener dieses Vorhabens zeigen daher, dass die Kapazitdt des NER
prinzipiell geeignet erscheint, als pradiktiver Parameter flr das Hautkrebsrisiko zu
fungieren. Allerdings mussen dazu in Zukunft geeignete Testsysteme etabliert
werden, die nicht nur sehr sensitiv sind sondern auch leicht handhabbar sind. Ohne
diese beiden Voraussetzungen, dies gilt insbesondere fir die Anwendbarkeit, da ein
solcher Test als Screeningverfahren eingesetzt werden miusste, scheint die
praktische Anwendung limitiert. Es ist zuklnftigen Vorhaben vorbehalten, diese
Voraussetzungen zu schaffen. Sollte dies gelingen, ware dies ein erheblicher
Beitrag, UV-induziertem Hautkrebs, der in einigen Landern bereits an erster Stelle
der Krebsstatistik steht, in prophylaktischer und pradiktiver Weise entgegenzutreten.
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