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1 Zusammenfassung

Die Haut ist das grof3te Organ des Korpers und bildet eine Barmgsehen dem
Organismus und seiner Umwelt. Die aul3erste Schicht der humanen Haut, die Epidermis, ist
taglich chemischen und physikalischen Umwelteinflissen ausgddetgbwichtiger ist das
Entgiftungssystem in der Epidermis. Dieses unterscheidet sideriBevolkerungjedoch
individuell durch EinzelnukleotidPolymorphismen. Diese genetischen Varianten werden in der
Toxizitatstestung vorChemikalien(z.B. Kosmetika, PharmazeutikBeinigungsmittél nicht
bertcksichtip Generell gibt es nur wenigdt@rndiven zu Tierversuchen fur die Testung von
Produkten hinsichtlich ihrer toxischen Wirkung auf die menschliche Haut bevor sie an den
Konsumenten verkauft werden.

Aus den genannten Grinden wumesammen mit deRlamburgerFirmen Labor Dr.
Heidrich & Kollegen MVZ GmbHund acCELLerate GmbHsowie demFraunhofesinstitut
IME Hamburg dieses Projekt ins Leben gerufen, um eipeltbasierten dxizitdtsAssay von
genetisch unterschiedlichen Individugs Hochdurchsatdystenmzu entwickeln.

Hierzu wurden 100 mé&nnliche Probanden rekrutiert, ihnnen Blut abgenommen und dieses
Blut genetisch analysiert. Anhand der genetischen Varianten, welchétéaaturrecherche in
mehr als 5% der europaischen Bevdlkerung vorkommen, wurden 21 moglichst unterschiedliche
Spender ausgewahlhd hnen vier Hautstanzen entnomm@is zwei Hautstanzen wurde im
Rahmen dieser Doktorarbeit egx vivo HautorgankultwModell fir 21 Spenderproben
etabliert welches die schadigende Wirkung von zwei Alltagsstressoren
[Ultraviolettes(UV)- Licht und Diclofenac repréasentativ flr Xenobiojikeauf das
Entgiftungssystem der Epidermis zeigHierzu wurden durch Echtzdfolymerase
Kettenreaktion sowie Immunhistochemische und Immunfluoreszerfarbungen drei
SchliisseDetoxifizierungsprozesse untersucht: Antioxidatives ReSigstem nuclear factor
erythroidderived 2like 2 (Nrf2)-Phase2-detoxifizierendes System unditzeschockpotein
System

Es zeigte sichgass sowohl UM.icht (300 mJ/cr) als auch Diclofenac (1 mM) die
humane Epidermis schadigen und zu vermehrter Apoptose fihren. Unteichi\entstehen
24 Stunden nach Behandlung der Haularakteristische Sonnenbraddllen und der
Apoptosemarker Caspase 3 wird fast ausschliel3lich durch den Einfluss w&traiung
gespalten. Die RedeRRegulation durcldas antioxidative Proteidatalase war innerhalb der

Spendesowohl auf Genals auch af Proteinebensehr unterschiedlich, was ein Hinweis auf



die genetische Diversitat sein konmtif2 ist einer der wichtigsten Transkriptionsfaktoren und
aktiviert antioxdative Enzyme. Trotzdem konnkeine gemeinsame Regulation mit Katalase
festgestelltwerden. Die Genexpression von Nrf2 wird vor allem durch Diclofenac, die
Proteinexpression durch UMcht erhéhtDie Hitzeschockproteing0 (Hsp70)und 90(Hsp90)
zeigen sowohl auf Genals auch auf Proteinebene die gleiche Regulation, was fur ihr
Zusamnenspiel unter Einfluss von UVicht und Diclofenac sprichtJedoch ist die
Genexpression von Hsp70 und g@nau wie bei NrfZyach Inkubation mit Diclofenagrhoht,

die Proteinexpression nach kl\icht Bestrahlung. Den grof3ten Einfluss hat Diclofenac &uf d
Genexpression von Hsp90.

Zusatzlichzum HautorgankultwiModell wurden aus den anderen beiden Hautstanzen
von der FirmacCELLerate Gmbhmmortalisierte Keratinozyte@elllinien hergestellt. Auch
diese Zelllinien wurden vor und nach der Immortalisierung hinsichtlich ihrer Entgiftung durch
Stressoren getestdh einem neuen Projekt missen nun Hrgebnisse der Keratinozyten
Zelllinien direkt mit den Ergebnissen dex vivo Hautnodelle verglichenwerden um
festzustellen, wie stark disussagekraft der geplanten zellbasierteniZitéts Assays in Bezug
auf den Menscheist.

Dieses Anschlussprojekt wird, neben der Fertigstellung des ToxiZestsystems,
einmalige Einblicke in daVerhalten isolierter Keratinozyten und humaner Organkultur
desselbenSpenders bietenEs wird auflerdem neue Moglichkeiten zur alternativen
Toxizitatstestung bieten, auch hinsichtlich der Vermeidung von Tierversuddiese

Doktorarbeit hat hierflr den Gndstein gelegt.



2 Einleitung

In diesem Teilder Arbeitwerdender generelle Aufbau der menschlichen Haut, sowie
der Einfluss vonultravioletter (UV)Strahlung erlautert. Da in dieser Arbeiter Einfluss von
Diclofenac aufdie Detoxifizierung in der Epidermigntersucht wurde, wiréwuch auf die
Funktionalitat des Entgiftungssystems und digf Wirkung des Medikamentseingegangen.
Zudem werden untersuchte Marker fiie Aktivierung der Apoptosenittels gespaltener
Casmse3d), die RedoxRegulation(Katalasg die Abwehr von oxidativem StresgberNrf2),

sowieflr das HtzeschockprotekBystem fittelsHsp70undHsp90) néher erklart.

2.1 Die menschliche Haut

Die Haut istmit ca. 2m?2 Flache dagrol3te Organ des Koérpe(Britsch, 2004)und
fungiert als biologische Barriere zwischen Organismus und seiner Umwelt und halt dessen
Homoostase aufrecht. Es schitzt den Organiswvus der Invasion von Pathogenen
chemischen und phyalischenUmwelteinflissensowie dem Verlust von Wasser und darin
geldsten wichtigen Substanzddie physische Barriere ist die wichtigste Funktion der Haut
(Prokschet al, 2008)

2.1.1 Struktur der menschlichen Haut

Die Haut besteht aus drei Schichten: Der Epide(®imrhaut)der DermigLederhaut)
und der SubkutigFettgewebejAbb. 1).

Die Epidermis ist ein geschichtete®rhorntes Plattenepithehd besteht zu mehr als
90% aus KeratinozyterDie Dermis besteht aus einem Fasergeflaain Bindegewebe.
Kollagen und elastische Fasern sorgen flr die Elastizitat und Festigkeit deDieauterste
Schicht, die Subcutis, besteht aus subkutanem Fettgewebe, welches in Lappchen angeordnet ist
(Fritsch, 2004; Prokscét al, 2008)

Die Haut ist zwischen 186nd 4mm dick (ohne Subcutis)abhangig von der
anatomische Lage(Fritsch, 2004)



Epidermis Wﬂ Basalmembran

Dermis

Subcutis

Abbildung 1: Struktur der menschlichen HautDie Haut besteht aus drei Hauptschichten: Der Epidermis, der
Dermis und der Subcutis. Diepidermis besteht hauptsachlich aus Keratinozyten und bildet eine physische
Barriere zwischen Organismus und Umwelt. Die Dermis ist ein fibroelastisches Bindegewebe und sorgt fir die
ReiRfestigkeit und Dehnbarkeit der Haut. Die unterste Schicht wird wdsuBis bezeichnet und bildet das
subkutane Fettgewebe.

2.1.2 Die Epidermis

Wie schon erwéhnt sind der Hauptbestandteil derddétmis Keratinozyten. Sie
entstehen durch Mitose von Stammzellen in der untersten Schicht der Epidermis, der
Basalschicht(Cotsareliset al, 1989; Green, 1980)ie durchwandern die Epidermis und
unterstehen dabei einem streng utegten Differenzierungsprozess. So kommt auch die
Struktur der Epidermis zuStande Sie besteht aus vier Schichtenvelche den
DifferenzierungsstadieentsprecherfAbb. 2): Dem Stratum basaldBasalzellschicht), dem
Stratum spinosun(Stachelzellschicht), derStratum granulosum(Kornerschicht) und dem
Stratum corneum (Hornschicht). Die Zellen besitzen in jeder Schicht besondere
morphologische und funktionelle Charakterist{kaitsch,2004)

DasStratum basalsitzt der Basalmembraauf, welche die Epidermis von der Dermis
trennt. HierproliferierenKeratinozytenum dieHautzu regeneriererbes Weiteretiegen hier
auch die Melanoyten, welcheMelanin produzieren und dieses an die Keratinozyten abgeben.
Melanin ist ein Pigmentdas fir die Farbe der Haut und der Haare verantwortlich ist.
Hauptsachlich dient es dem Schutz vor-BWahlunglm Stratum spinosurdifferenzieren die
Keratinozyten weér, bevor sie imStratum graulosunausdifferenziertsind Hier beginnt
zudemdie Verhornung der Zellen durch die Bildung sogenarsasrified envelopg(Abb. 2)
(Cotsareliset al, 1989; Green, 1980piese bestednaus einer Protetrundeiner Lipidhille.

Die Proteinhlle entsteht dur@uervernetzung spezieller Strukturproteiri@ne Lipidschicht
liegt der Proteinhilleauf und bildetgewissermal3erine Art ZellmembranNach Abbau
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santlicher Zellorganelleninklusive Zellkern,entsteht am Ende aus Hornzelleas &tratum

corneum Siebildet den Hauptteil der physiologischen Barri@Peokschet d., 2008)

Cornified

Lipidschicht
envelope

Quervernetzte
Proteine

Stratum corneum

Stratum granulosum

Epidermis
P Stratum spinosum
Dermis l Stratum basale
Basalmembran

Abbildung 2: Schichten der Epiderns. Die Epidermis besteht aus vier verschiedenen SchicBtestum basale,
Stratum spinosum, Stratum granulosund Stratum corneumDie Epidermis wird durch die Basalmembran von
der Dermis getrennt. Keratinozyten proliferierenStnatum basalend differenzieren inStratum spinosunsie
wandern weiter in daStratum granulosumwo sie als fertig differenzierte Keratinozytearnified envelops
bilden, die ausipiden und quervernetzten Proteineestehen. Diese bildetasStratum corneum

2.2 Ultraviolette Strahlung

Ultraviolettes UV) Licht ist eine Form von elektromagnetischer Energie und beinhaltet
Vakuum UV (106200 nm), UVC(200-290 nm), UVB (296820 nm) und UVA (328100 nm)
(Abb. 3). VakuumUV (100200 nm)wird komplett von der Atmosphére absorbiert und hat
somit keinenmessbarerbiologisch relevanten Einiks auf die Erde. Auch\C-Strahlung
(200290 nm)wird absorbiert.Es ist bekannt dass UVGEStrahlung unter experimentellen
Bedingungen véieaende Effekte auf die menschliche Haut haben kann. Auch-Bivéhlung
(290-320 nm) wird teilweise von der Atmosphéare absorbi@ennoch kann sierheblichen
Schaden aufind inder nmenschlichen Hautervorrufen UVA-Strahlungpenetriertam besten
die Atmogphare, jedoch haieeinen geringeren Einfluss auf die Hautschadigung als-UiviB
UVC-Strahlung(Goldsmith, 1991; Slominski, 1998; Slominskid Wortsman, 2000)



Kosmische Gamma- Rintgen- Uv- S Infrarot- . .
Strahlung Strahlung strahlung Strahlung E ' strahlung
Roéntgen- .
strahlung
|
100 200

290 3'20 400 760
Abbildung 3: Das elektromagnetische SpektrumUIltraviolette Strahlung (UV) ist eine Form
elektromagnetischen Energie und besteht aus Vakuum U\VZ000m), UVC (20290 nm), UVB (296320
und UVA (320-400 nm). Vakuum UY und UVC-Strahlungwerden von der Atmosphare absorbiert, wah
UVB- und UVA-Strahlungeinen Effekt auf die Erde haben. UVC: Kurzwelliges-Ui¢ht, UVB: Mittelwelliges
UV-Licht, UVA: Langwelliges U\{Licht.

Wellenldnge [nm]

In der menschlichen Haut wird UVBtrahlunghaugsachlich durch dasstratum
corneumabsorbiert Auch wenn nur ein Bruchteil der Strahlung die Epideranid auch die
Dermis erreich, sind die Schaden in der Haut jedoch enodWB-Strahlungist vor allem
verantwortlich fur die Entstehung von Sonnenbranden und Hautknelosagiertvornehmlich
mit Keratinozyten der Epiderm{8erneburget al, 2000) UVA -Strahlunghingegen penetriert
tieferals UVB-Strahlungund ca. 50% der Energie erreichen sogar die DeBigse Strahlung
interagiert sowohl mit Keratinozyten der iBermis als auch mit Fibroblasten der Dermis
(Berneburget al., 2000; Bernerdund Asselineau, 1998)Beachtet werden muss hierbei
allerdings stets die individuelle Beschaffenheit und Reaktion der HAagh wenn U\A-
Strahlung biologisch nicht so aktiv ist wie UV&rahlung tragtsietrotzdem zur Hautwtion
bei. Diese Art von Strahlung wirdor allem fur die Hautalterung verantwortlich gemacht
(SlominskiundWortsman, 2000

Melanin-Pigmentierungn der Haut schiitzt vor schadlicher Strahluimglem sie UV-
Licht absorbiertund diesesin Warme umwandel{Fritsch, 2004) Yamaguchiet al, 2006
zeigten, dass starker pigmentierte Haweniger anfallig ist fur U\tinduzierte DNA
Schéadigung in der Epidermis im Gegensatz zu nicht so stark pigmenitarie Dies zeigt,

dass die Pignentierung der Haut ein effektiver Uilter ist.



2.3 Entgiftungssysteme der Haut

In welchem Ausmal’ eine Substanz giftig ist, hangt unter anderem davon ab, in welcher
Form die Substanz von den Hautzellen aufgenommen, transportiert, metabolisiert und
ausgesdeden wird, sowie von der Aktivierung desellularen Stresssystem Der Begriff
ADME-Tox beschreibt die Absorption (Aufnahme), Distribution (Transport)den
Metabolismus (Verstoffwechslung) undie Elimination (Ausscheidung) und toxischen
Eigenschaften (Tox) einer verabreichten Substanz und bildet eine interdisziplinare Verbindung
(Tsaioun, 2016)

Fur die Verstoffwechselung von Medikamenten und Xenobiotika sind Enzyme in zwei
verschieden Phasen zustandihase | Enzyme Kkatalysieren oxidative, reduktiaer
HydrolyseReaktionen. Sie fligen funktionelle Gruppen an das MolékiPhase Il werden
konjugative Prozesse von Enzymen Kkatalysiert. Hier werden die Molekile dber ihre
funktionellen Gruppen an Iosliche Molekile gebunden, um so ausgeschieden zu Réden
Hauptaufgabe von Phase Il Enzymen ist die metabolische Eliminierung umdfi2ietrung.

Das haufigste Enzymsystem in ddrase list Cytochrom P450 (CYP). Seine Aufgabe
besteht darin, polare funktionelle Gruppen in nicht polare umzuwandeln. CY Bxsitadive
Enzyme, welche eine H&f@ruppe besitzenHier binden und aktivieren sie Sauerst@as
abzubauendeSubstrat wird imaktiven Zentrum der CYPgebunden,um Sauerstoff zu
Ubertragen.Als Reduktionsmittel dient oftmal&licotinamidAdenin-DinucleotidPhosphat
(NADPH).

Wichtige Phase Il Enzyme sind U D RGlucuronosyltransferase (UGT),
Sulfotransferase (SULT)undGl u t a t Transfenase8GST). Sie werden auch in humaner
Epidermis exprirert (Manevskiet al, 2015)

Diese Biotransformation ist notwendig, damit potenziell schadliche und nicht
ausscheidbare Stoffe aus dem Koérper gelangen und wesshadlich gemacht werden konnen.
Phase Enzyme werden vor allem durch Umweltfaktoren aktiviert (z.B-&txahlung)(Piao
et al, 2012)

Somitbesitztdie Haut ein einzigartiges und effizientes Detoxifizierungssystem, welches
aus einer Vielzahbn Proteinen und Enzymen besteht. Das Zusammenspiel desirenz

Komponenten schiitzt die Haut vor schadigenden Faktoren.



2.4 Diclofenac

Diclofenac ist ein nichtsteroidales antiinflammatorisches Medikament (NSAID)
welches entziindungshemmend und schmerzstillend gkt ein kleines Molekil, sodass
es schnell durch die Haut diffundieren karids agiert als Cyclooxigenasehibitor und
verhindert so, dass Arachidonsaure metabolisiert wird. Metabolite der Arachidossilre
Prostaglandine undvermitteln u.a. Entzindung und Schmemrozesse. Sowohl
Cyclooxigenasd als auch2 (COX-1/-2) werden durch Diclofenaahibiert (Abb. 4). COX-1
wird in allen Geweben exprimiert, wahrend CQXinter physiologischen Bedingungen kaum
detektierbar ist. Es wird hochreguliert, sobeide Verletzungntsteh{Zacheret al, 2008)

Des Weiteren gehodiclofenac zu den sogenannten Dielibstanzendfug-induced
liver injury) (Teschke, 2018) Diese Art von Substanze&dnnen bzw. fihren zu
Leberschadigung. Es wird vermutet, dassktive Metabolite de®Virkstoffs direkt mit den
Leberzellen interagieremd oxidativen Stress auslos@toltundiu, 2006; Usuet al, 2009)

Hier wird u.a. durch Schadigung der Mitochondrien die intrinsische Apoptose undotkar
factor erythroidderived 2like 2 (Nrf2) gekoppelte Stressantwort initiigredrikssoret al,
2014) Die Zytotoxizitat korreliert mit der Bildung von Diclofena®letaboliten (.a.
5-Hydroxydiclofenag¢ (Bort et al, 1999) Durch die direkte Leberschadigung werden auch
Immunzellen aktiviert, welche Entzindungsprozesse aktivieren. #Wer genau das
Medikament dies bewirkt ist noch unkigiolt undJu, 2006; Usuét al, 2009)

Oftmals wird die Reaktion auf Medikamente von Hautausschlag und Juckreiz begleitet.
Bei 12% bzw. 14% aller DIl-Patienten wurde ein Hautauschschlag bzw. Juckreiz beobachtet
(Takikawa et al, 2009) Es konnte gezeigt werden, dass Dé#dsoziierte Gene nach
Behandlung mit Diclofenac irhumanenKeratinozyten sowie in Hepatozyten vermehrt
exprimiert werder(Hirashimaet al, 2017) DILI und Medikamentefinduzierte Toxizitat in
der Haut hangen also zusammen.

Diclofenac wird ebenfalls in der Behandlung von aktinischen Keratosen verwendet.
Aktinische Keratosen sd Hautverdnderungen, die vor allen unter Einfluss vonLig¥it
entstehen. Sie zeichnen sich durairegelméaiige, schuppige und rotliche Stellen aus und
zeigen histologisch Hyperkeratosé@petersund Foster, 1999) Aktinische Keratosen stellen
oftmals eine frihe Form von invasiven PlattenepithelkarzinomefQuetresoozt d., 2008)

Es wurde gezeigt, dass Diclofenaproapoptotische Effekte in Zelllinien von
Plattenepithelkarzinomen hat, indem @& Induktion der extrinsischen Apoptosider

Liganden des Todesrezepteerstarkt(Feckeret al, 2010)
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Abbildung 4: Wirkung von Diclofenac. Das Enzym Phospholipase, APLA,) katalysiert die Syntheseon
Arachidonsaure aus Membrdrhospholipiden. Durch Cyclooxigenaseind-2 (COX-1/ COX-2) entsteht hieraus
Prostaglandin H (PGH,). Mit Hilfe von Prostaglandisynthasen (PGES) werdererschieden Arten von
Prostaglandinen gebildet. ProstaglandiffEGE) ist fur Entziindungsprozessowie Proliferation, Angiogenese
und Inhibierung der Apoptose verantwortlich. Dies beglinstigt das Tumorwachstum. Diclofenac inhibieft COX
und COX2 (Feckeret al, 2007)

2.4.1 Diclofenac und seine Metabolite

Hauptsachlich wird Diclofest im menschlichen Korperdurch CYP3A4 zu
5-OH-Diclofenac und durch CYP2C9 zu-@H-Diclofenac in Phase | der Entgiftung
hydroxyliert In Phase Il wird Diclofenac hauptsachlich dutk¢id FGlucuronosyltransferase
(UGT) an ein losliches Molekil gebunden, damitlofenacAcylglucuronideausgeschieden
werden konnen. Sowohl Phase | als auch Phase Il Metabolite konnen sehr schadlich sein und
u.a. zu mitochondrialer Toxizitat, Apoptose und Schadigung von Enzymen und Proteinen
fuhren(Abb. 5). Proteine wie Diclofenaécylglucuronide kénnen Proteine transacydieoder
glykieren(Lazarskeet al,, 2018; Manevsket al, 2015; Sarkaet al,, 2017)
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Abbildung 5: Abbau von Diclofenac.Diclofenac wird tberCytochrom P450 @YP3A4 und CYP2C9) zu
5-OH- bzw. 40H-Diclofenac metabolisiert. Diese Metabolite kdnnen toxisch wirken, weshalb sie dubch
Glucuronosyltransferasen (UGT) zu Diclofepacylglucuroniden verstoffwechselt werden. Auch diese
Metabolite kbnnen andeRroteineacylieren oder glykieren und eine Immunantwort auslésen, wenn sie nicht tiber

Galle oder Urin ausgeschieden werddiodifiziert nachLazarskeet al, 2018; Sarkaet al, 2017

2.5 Apoptosein humaner Haut

Als Apoptose wird der programmierte Zelltod bezeichnet. Dieser erfolgt, um nicht
erwiinschte Zellen zu eliminieren. Diese Zellen missen nicht unbedingt schadlich sein.
Apoptose findet sowohl in der menschlichen Entwicklung als auch zur Aufrechterhaltung der
Homoostase statt. Eine wichtige Rolle spielt die Apoptose jedoch hinsichtlich potenziell
maligner ZellenElmore, 2007)

Wahrend der Apoptose widerfahrt der Zelle eine Reihe morphologischer
Verdnderungen. Diesé/eranderungen sind bei fast allen Zelltypen und Spezies gleich
(Hockenbery, 1995)Ein signifikantes Merkmal apoptotischer Zellen ist der kondensierte
Nukleus. AulRerdem sind apoptotische Zellen gastipft und besitzen ein dichtegtdplasma.

Sie erscheinen als runde odeale Masse mit eosinophilenytdplasma ud dunklen nuklearen

Chromatiriragmenten.
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Die Apoptose verlauft entziindungsfrei, da apoptotische Zellen ihren Inhalt nicht in das
umgebene Gewebe abgeben, schnell durch Makrophagen phagozytiert werden und keine
antiinflammatorischen Zytokine produzieren. ofgpose kann durch eine Vielzahl von
Ereignissen ausgelost werden, z.B. durch physikalische oder toxische Einflisse aber auch durch
immunologische Mechanismen. Dies geschieht durch unterschiedliche Signalwege, welche am
Ende im Signalweg der Apoptose remritn(Hockenbery, 199X err et al, 1972; Weedoet
al., 1979)

2.5.1 Die Kaskade der Caspasen

Caspasen sind Schlisselenzyme fur die Induktion des programmierten Zelltodes. Sie
sind CysteinProteasen, welche ihre Substrate nach AspReaten schneiden. Man
unterscheidet generell zwei Klassen von Caspaséfpstreaminitiator-Caspasen (Caspase 2,
8, 9 und 10) und Downstreantffektor-Caspasen (Caspa3g6, 7).

Im inaktivierten Zustand liegen digffektor-Caspasen in einer Profor@ymogen) vor.
Sie enthalten aminoterminal eine Prodomane unterschiedlicher Lange, welche wiederum
verschiedene Doménen beinhaltet, u.a. fir eine PrBteinrinteraktion, eine Todes
Effektor-Domane (leath effector domain DED, z.B. Caspase3), sowie eine Caspase
RekrutierungdDoméne (CARD, z.B. Caspa$@. Diese Domanen haben zwei Aufgaben: Sie
vermitteln die Oligomerisierung von Procaspasen der Klasse 1 und somit die autokatalytische
Aktivierung und/oder sie rekrutieren Zymogene der Klassen? Komplex.

Aktivierte InitiatorCaspasen schneiden Zymogene von Effeaspasen, sodass diese
aktiviert werden. Die aktivierten Effekt@@aspasen wiederum spalten Zielproteine und fuhren
somit zum programmierten Zelltggumar, 1999)

2.5.2 Extrinsische und intrinsische Apoptose

Generell missen zwei Wege der Apoptose unterschieden werden: Der extrinsigche We
und der intrinsische Weg.

Beim extrinsischen Weg erfolgt die Aktivierung der Apoptose Uber einen
Todesrezeptor in der Zellmembran (Fas/CD95/ARAQNFR1, etc.). Diese Rezeptoren sind
alle Mitglieder dertumor necrosis factor/nerve growtactor- (TNF/NGF RezeptotFamilie
und besitzen eineytoplasmatische Doméne, die sogenannte Todesdond@&a¢h(domain

DD). Hier binden Adaptermolekiile, z.B. Fassoziierte Proteeamit einer Todesdoméanéds
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asciated death domain FADD), welche wiederuminitiator-Caspasen rekrutieren (z.B.
Procaspase 8) und Uber DED binden. Procaspase 8 besitzt zwei DED zur Bindung an FADD
und zur Oligomerisierung. Durch die Oligomerisierung mehrerer Procaspasen erfolgt eine
autokatalytische Spaltung der Prodoménen umditsdie Aktivierung der Procaspasen. Die
aktivierten Caspasen spalten nun Effel®oocaspasen (z.B. Procaspase 3) und aktivieren diese
wiederum(E. Sleeet al, 1999)

Der intrinsische Weg erfolgt Uber die Ausschittung vodytochrom c aus den
Mitochondrien in das Cytosol durclz.B. DNA-Schadigung oder oxidativen Stress.
Zytochromc bindet das Adaptermolek@poptotische Protease aktivierender Faktor 1 (Apafl),
welches durch Konformationséanderung seine CARD Domane frei gibt und Procaspase 9 binden
kann(E. A. Sleeet al, 1999) MehrereApafl-Procaspase 9 Komplexe oligomerisieren, sodass
Procaspase 9 aatalytisch gespalten und aktiviert wird. Caspase 9 kann nun Effektor
Caspasen prozessieren (z.B. Procaspase 3) und somit die Zelle zur ApoptosEfihr&hee
et al, 1999)

Kontrolliert wird die CaspasKaskale von Proteinen der-Bell Lymphom 2 (Bcl2)

Familie. Bct2 und BZell Lymphomextralarge (Bcl-XL) sind antiapoptotische Proteine und
verhindern die Freisetzung vaytochromc aus den Mitochondrien und verhindern so die

Apafl vermittelte Aktivierung voRProcaspase B\bb. 6) (PorterundJanicke, 1999)

2.5.3 Caspase 3

Caspase 3 ist eine wichtigdfektor-Caspase und wird sowohl Uber den extrinsischen
als auch intrinsischen Weg aktiviert. Sie aktiviert wiederrum Caspase 2, 6, 8 und 10. Es besteht
aul3erdem eine positive Riuckkopplung zur Caspdge A. Sleeet al, 1999) Caspase 3 wird
aulRerdem bendtigt flr die DNRAragmentierung undnorphologischen Veranderungen der
Zelle wahrend der ApoptosBieschneidetind deaktivierStrukturproteine, die fir den Aufbau
und die Aufrechterhaltundes Zitoplasmas und des Nucleus verantwortlich girdhickeet
al., 1998) AuRereéém hat Caspaseinen proapoptotischen Effekidem sieBcl-2 spaltetund

somit die Freisetzung vafytochromc aus den Mitochondriebewirkt
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Abbildung 6: Die Kaskade der CaspaseApoptose kann durch zwei Wege ausgeldst werden: Dem extrinsischen
und dem intrinsischen Weg. Der extrinsische Weg wir Uber Oberflachenrezeptomosvlischem Anteil, die
sogenannte Todesdomade&th domainDD), ausgeldst. Diese Domane rekrutiert Hilfe des Adaptermolekiils
Fasassoziierte Protegnmit einer Todesdomand-¢s-associated death domalADD) Procaspase 8, welche
durch Oligomerisierung autokatalytisch aktiviert wird. Caspase 8 prozessiert die Iitiatarspase 3, welche
wiederrum dielnitiator- und Effektor-Caspasen 2, 6, 8 und 10 aktiviert. Detrinsische Weg wird durch die
Ausschittung voZytochromc (Cyt c) aus den Mitochondrien in ddgtosol ausgeldst. DepoptotischéProtease
aktivierender Faktor 1Apafl) hilft Zytochromc Procaspase 9 zu binden und diese autokatalytisch zu spalten.
Caspase 9 prozessiert wiederrum Procaspase 3, um die Apoptose in diei\légga.2BZell Lymphom 2 (Bcl2)

und BZell Lymphom extralarge (Bcl-X.) sind antiapoptotische Proteine, welche die Ausschittung von

Zytochromc aus den Mitochondrien und somit die Prozessierung von Procaspase 9 verhindern.
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2.5.4 SonnenbrandZellen

Histologisch und morphologisch kdnnen Sonnenbiagiten (odersunburncells) als
individuelle Keratinozyten, welche durch UStchadigung der Haut in die Apoptose gehen,
beschrieben werden. Sie stellen eine spezielle Form der Apoptofeateelset al, 196L,;
DannoundHorio, 1987)

Sunburn cells zeichnen sich im frihen Stadium durch einen geschrumpften,
kondensierten und pyknotischen Zellkesowie ein homogenisiertes, verkleinertes und
eosinophileZytoplasma aus. Im spaten Stadium erfolgt die Frageraimig des Nukleus und
die Vakuolisierung de8ytoplasmassowie der Verlust von Desmosom@nanielset al,, 1961;
DannoundHorio, 1987; G Murphyet al, 2001) Diese Merkmale kénnen sehr leicht mit einer
Hamatoxylin und Eosin (HE) Farbung nachgewieserden(Abb. 7).

Vor allem durchUV-Strahlung und die dadurch resultierende Schadigung der DNA
entstehen diese apoptotischen Zelomitwird die Bildung von ptenziell malignen Zellen
verhindert. Sowohl UVA als auch UVB und UVGStrahlungkénnenSonnenbrandellen
hervorrufen, wobei UVH.icht aufgrund seiner Wellenlange am effektivste{@tMurphy et
al., 2001)

Die genauen Signalwege, welche zur Bildung von Sonnenielteh fihren, sind
noch nicht geklart, jedoch konnte gezeigt werden, dass hauptsachlich Zellen in den
individuellen Zelltod gehen, die nicht mehr in der Lage sihde geschadigte DNA zu
reparieren(Brennerund Gschnait, 1979)AuRerdem spielen auch reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) eine wichtige Rolle bei der Entstehung Samnenbrandellen (Miyachi et al, 1983)
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Einleitung

Abbildung 7: SonnenbrandZellen in der EpidermisDie Epidermis wurde mit 300 mJ/énltraviolettemLicht
bestrahlt. Die Pfeiledeutenauf Sonnenbrandellen, welche sich durch einen pyknotischen Zellkewwie
homogenisiertes, eosinophiles Zytoplasmaeaichnen Skda =100 pm.

2.6 Dasantioxidative Enzym K atalase

Katalase ist ein wichtigeslam-enthaltendesEnzym, welches die Zelle vor dem
toxischen Einfluss von Wasserstoffperoxic@) schitzt. HO,ent st eht z . B. bei
Prozessen in der Zelldlolekularer Sauerstoff (§ wird in den Mitochondrien zu Wasser
(H20) reduziert. Es kann jedoch passieren, dass auch ein SupRamilhl 0-*) entsteht und
nicht neutralisiert wird. Diese ROS sind fur Zellen aulRerst gefahrlich, da sie u.a. die DNA
schadgen koénnen. Das Enzym Superoxiddismutase (SOD) wandelt das RadikgD4imrA
(Abb. 8a). Nun kann Katalase 4. neutralisieren, indem ein Sauerstoffmolekil mit der Ham
Gruppe reagiert und ein Doppelstrangbruch zwischen den b&8aeerstoffmolekilen des
Wasserstoffperoxids erzeugt wird. Ein zweitesOHMolekull dient als Reduktionsmittel,
sodass Wasser und molekularer Sauerstoff entstehen und Katalase wieder in seiner
Ausgangsform vorliegtAbb. 8b) (GoyalundBasak, 2010; Sanchet al, 2003; Sepasi Tehrani
undMoosaviMovahedi, 2018)

Nicht nur bei reguldren zellularen Prozessamsteht HO,, sondern auch durch
oxidativen Stress, ausgel6st z.B. von-S¥ahlung durch Generierung von ROS.

Somit schitzt Katalase als direktes antiapoptotisches Protein vor Apoptose und
Mutagenese. Unter besonderen Umstanden kann Katalase jedoch auch indirekt als
proapoptotisches Protein fungieren, inderflggeschockprotein 7MHsp7Q inhibiert und tber
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die Ausschittung von Zytochromaus den Mitochondrien Caspase 3 aktivi8danchceet al,
2003) In humanen Geweben ist die Katal#géivitat in der Leber und in Erythrozyten am
hdchsten. Da die Haulie erste Schutzbarriere des Korpers bildet, ist Katalase nattrlich auch

hier vorhanden.

Mitochondrium

Superoxid- @ 0; ee
dismutase : vt HO 3 e
(SOD) Hzoz: ......... -
Fe>* @ ,l, :
 omr :
v ‘?tee
® H,0 + 0,
<
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Katalase
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Abbildung 8: Vereinfachte Darstellung der Entstehung von Sauerstoffradikajesowie die Neutralisation von
Wasserstoffperoxid (EO2) durch Katalase.(a) Sauerstoff (@ wird in den Mitochondrien abgebaut und

verwertet. Dabei kann es passieren, dass ein Sauerstoffri@@ikpA e nt wi s ¢ h't fi dismDtase (SSR)per o x i
wandelt dieses Radikal iWasserstoffperoxid (402) um. WilrdeKatalag nicht agieren und 4@, in Wasser (KHO)

und O spalten, wirde dies den Tder Zelle bedeuten, dd,0, vetheerendeSchaden anrichten kar{epasi
TehranundvioosaviMovahedi, 2018)(b) Katalase ist ein Enzym, welches eine Ha@nmuppe mit einem Eisen

lon als Zentralatom enthélt (g Das Eisenion der Ha@ruppe reagiert mit einem Sauerstoffmolekil vo®H

und bildet ein Zwischenproduldowie HO. DamitKatalase wieder in sen Ausgangszustand zuriick gelangt

ist ein zweites bD,-Molekil nétig. Dieses dient als Redidnsmittelund es entstel,O und Q.
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2.7 Nuclear factor erythroidderived 2like 2

Nuclear factor erythroiederived 2like 2 (Nrf2) ist einer der wichtigsten
Transkriptionsfaktoren zum Schutz vor oxidativem Stress. Es reguliert die Expression von
wichtigen antioxidativen und detoxifizierenden Enzymea. auch Phase Il Enzymen

Nrf2 ist aus verschiedenen Domanen aufgebaut. Eine Bekgntrolliert die zellulare
Lokalisation, eie andere die Interaktion mikelchlike ECH-assaiiertes-Protein (Keapl),
welches ein inZytosol lokalisierter Repressor ist. Nrf2 gehort zur sogenarvatgn  cdllaré
Familie. Diese Proteinfamilie besitzt einfache LetRiiRverschlus$/otive. Diese Doméane
des Nrf2 Proteins ist fur die Bindung an dagioxidant responselemern (ARE) zustand).

ARE sind verstarkende Sequenzen in der regulatorischen Region vedidlgf@nenBellezza
etal, 2 0 1 8 ;undSkrzydieawsk#, 2015; Keum, 2012; Toneliial, 2018) Keapl bindet
und inhibiert somit Nrfund dient gleichzeitig als Adapter fur die Ubiquitin Liga3ellin3
(Cul3), welchealie Ubiquitinierung von Nrf2 katalysiert ursdmitzum Abbawon Nrf2 durch

das Proteasorheitragt Unter physiologischen Bedingungen wird Nrf2 permanent exprimiert
und wieder abgebagiKokot et al, 2009)

Oxidative Zustande in der Zelle fiihren zu eineridaktion von Keapl. Das Protein
andert sein Konformation und gibt Nrf2 frei. Da freies Nrf2 nicht abgebaut werden kann,
transloziert es in den Nukleus, wo es ein Heterodimer mit dem klemnsouloaponeurotic
fibrosarcomaprotein (Maf) bildet. Dieser Komplexst in der Lage ARE zu erkennen und zu
binden. Dies ist ein wichtiger Schritt fiir die Rekrutierung sadererlranskriptionsfaktoren
und Initiierung der Transkription antioxidativer Prote{nes n g and 8kkzydlewska, 2015;
Tonelliet al, 2018)(Abb. 9). Zu hohe Levelan ROSuhrenjedochdirekt zur Apoptose. Nrf2
wirkt au3erdem als Stimulanz auf antiapoptotische Proteinen aus d2rifBahilie(Bellezza
et al, 2018) Nrf2 kontrolliert die Expression von ca. 500 Genen flr die Aufrechterhaltung des
RedoxGleichgewichtes, Entgiftung (hauptsachlich Phase Il detoxifizierende Enzyme),
Stressantwort und Metabolisierung detl@é G n g ond Ekikzydlewska, 2015)

UV-Strahlung, Xenobiotika und andere Umwelteinfliisse schadigen die Zelle und
induzieren somit die Nrf2 Expression. UMAcht aktiviert Nrf2 in Keratinozyten Uber die
Bildung von ROSTianet al, 2011) Auch in der Keratinozytendifferenzierung spielt Nrf2 eine
wichtige Rolle. Hierverhindert es die Bildung von potentiell mutagenen Zellen wahrend der
Differenzierung und aktiviert die Transkription von detoxifizierenden Phase 2 EnZ{Aaen
et al, 2012)
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Zusammenfassend kann man sagen, dass Nrf2 ein wichtiges Schllisselprotein
hinsichtlich der Vermeidung von oxidativen Schademler Zelle ist. Eineerhthte Aktivitat
schutzt die Zelle vor oxidativen Schaden durch z.B-&tkahlung oder Chemikalien. Vor allem
die Haut ist taglich direkt Umwelteinflissen ausges&ine umso wichtigere Rolle spielt hier
Nrf2.

a b \ Oxidativer Stress

Translokation
in den Nukleus

Abbau im
Proteasom

Transktiption

@ antioxidativer Gene
ARE ([ [\»-</

Abbildung 9: Aktivierung von nuclear factor erythroid-derived 2-like 2 (Nrf2). (a) Unter normalen
physiologischen Bedingungen bindktlchlike ECH-assaiierte-Protein (Keapl1)Nrf2. Die Ubiquitinligase
Cullin3 (Cul3) kann somit die Ubiquitinierun@dJb) von Nrf2 katalysieren, was zu deren Abbau im Proteasom
fuhrt. (b) Durch oxidativen Stress erfolgt eine Konformationsanderung von Keapl und Nrf2 wird frei gegeben. Es
transloziertin den Nucleus, wo es mit Hilfe dezisculoaponeurotic fibrosarcomaotein (Maf) dasantioxidant

responselement(ARE) erkennt und bindet. Nrf2 induziert somit die Expression antioxidativer Gene.
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2.8 Das HitzeschockSystem

Hitzeschockpoteine gehéren zu den Chaperonen. Sie unterstiitzen und katalysieren die
Faltungsreaktiomnd den Zusammenbaeu synthetisierter Proteined verhindert somit eine
falsche Faltungeine falsche Struktunder Aggregation. Aul3erdem erfolgt wahrend der
katalysierten Faltungsreaktion eine Prifung der neu synthetisierten Proteine. Falsch gefaltete
Proteine werden zum Abbau angeregt

Der Chaperonyklus ist ATRgetriebenund wird von CeChaperonen kontrolliert. Sie
bringen z.B. Hsp70 zum Zielprotein.

2.8.1 Hitzeschockpotein 70

Hsp70kontrolliert vor allem die Faltung nesynthetisierteiProteine interagiert mit
signaltransduzierenden Proteinen und nimmt somit Einfluss auf Homdostase, Proliferation,
Differenzierung und Apoptose der Zelle. Regulatorische Proteine werden von Hsp70 inhibiert
und, sobald sie ein adaquates Signal Uber den passenden Signalweg bekektiviert.
Hsp70 besitzt eine 45 kDid-terminale ATPase(Adenosintriphosphatas&oméne undC-

Terminal eine 25 kDa Substratbindurigeméane

2.8.2 Der Hitzeschockprotein 70Zyklus

Der Hsp70Zyklus wird durch zwei Zustéande von Hsp70 gesteuert: Niedrige Affinitat
[AdenosintriphosphafATP) ist gebundehund hohe AffinitifAdenosindiphosphatADP) ist
gebundep Dieser Zyklus wird von C&haperonen der-DomanerProtein (JDP) Familie
gesteuertAulRerdem bringen-Proteine Substrate zum Hsp70 Komplex, kdnnen aber auch
Hsp70 zunSubstratin spezifische Orte dirigierdKampingaund Craig, 2010)

Die hoch flexible ATPas®oméane ermdglicht das Offnen und SchlieBen der
Substratbindstelle. J-Proteine dirigieren das Substrat zu Hsp70 und ermdglichen ein Binden
an der Substratbind@oméane.Die Hydrolyse von ATP vermittelt durch JDPtriggert das
Schlie3erder Substratbindeste]l8DP,ADP undPhosphatverden entlassen und ATP bindet
erneut.Ist ATP gebunden, besitzt Hsp70 eine niedrige Affinitdt zum gebundenen Substrat und
entlasst diese@vayer und Bukau, 2005)XAbb. 10). Hsp70 besitzt ein&orrekturFunktion,
um Mutationen vorzubeugegs kannfalsch gefaltete Proteine korrigieren oder aeauen

lassen.

19



Hsp70 wird kontinuierlich in humaner Epidermis exprimiert und hochreguliert, sobald
die Zelle Stress ausgesetzt ist, wie z.B. Einwirkung von Noxen odettéilung(Trautinger
et al, 1993) Hsp70 schuitzt die Egermis vor UVB-Licht-induzierter Schadigunglurch
antiinflammatorische und antiapoptotische Effeldewie durch Verminderung von DNA
SchadigundMatsudeet al, 2010)

Da jedes Chaperon ausgewahlte Sidie bedient, istuf spezifische Aufgaberin
anderes Chaperon notwendig oder Zyklus von Hsp70 an andere Chaperone gekoppelt, z.B.
Hsp90(MayerundBukau, 2005)

Substrat —— Natives Protein

IDP %
Y e
L

s ADP

€

Abbildung 10: Der Zyklus des Hitzeschockpteins 70 (Hsp70)Bei Hsp70 wird dieSubstratbindung durch
sogenannte-DomanenProteine (JDP) kontrolliert. Ein Substrat kann z.B. ein falsch gefaltetes oder fehlerhaftes
Protein sein. Durch die Hydrolyse von Adenosintriphosphat (ATF3denosindiphosphat (ADR)nd Phosphat

(P) gelangt Hsp70 in einen hohen Affinitatszustand fur sein Substrat. Durch Konformationsanderungen wird

dieses eingeschlossen und prozessiert. Durch die erneute Bindung von ATP und das Entlassen von ADP sinkt die

Affinitdt zum nativen Protein und wird duréfonformationsdnderung von Hsp70 entlassen.
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2.8.3 Hitzeschockpotein 90

Hitzeschockprotein 90Hsp9( ist ein 90kDa schweres Protein, welches elfielzahl
von zellularen Prozessen beeinflusst. Es ist ein Schlusselprotein in der Regulation der
Proteostase unteormalerphysiologischemedingungensowie unter Stress. Es ist, genau wie
Hsp70, verantwortlich fur die richtige Faltung von Proteinen und BRéparatur. Hsp90 ist
aulRerdem auch abhangig von vieler@uwaperonenwelche je nach Konformation binddn.
S2ugetieren exi stieren zweiHslp®®o rwnernd  kHosnps
exprimiert, w2hrend Hsg$hénetll, 1997pnandeteal, 1999% e r d e n
Beide Formen haben eine Sequenzahnlichkeit von ca(3a%son, 2012)

Hsp90 besteht aus drei Dongh, eineN-terminalen Doméane (NTD), einer mittleren
Domane (MD) und eine€-terminalen Domane (CTDAuRerdem funktioniert es als Dimer.
Die NTD wird durch eine flexible Region mit der MD verbunden. Jede Domé&ne hat spezifische
Aufgaben: Die NTD bindet AP (Nukleotidbindestelle), die MD ist wichtig fur die ATP
Hydrolyse und dieBindung von Substraten und CTD ist fur die Dimerisierung und die
Interaktion mit CeChaperonen verantwortligidoteret al, 2018; Schopét al., 2017)

2.8.4 Der Hitzeschockprotein 96Zyklus

In Abwesenheit von ATP befindet sich Hsp90 in eineftkigen Konformation
Bindenein Substrat undTP, findet eine Konformationsdnderung statt, sodass die beiden NTD
dimerisieren und jeweils mit der MD interagieren, sodass ATP autokatalytisch gespalten wird.
Nach ATP Hydrolyse dissoziieren die NTDasADP und Phosphatsowie das aktivierte
SubstratHsp90liegt nunwieder in einer offenen Konformation v@kbb. 11a).

Ein wichtiger CeFaktor ist das Hsp90rganisierende Protein (HOP). Dieses Protein
dient als Adapter zwischen Hsp90 und Hsp#d transportiert Substrate zwischen den beiden
ChaperonenEs kann beide Proteine gleichzeitig binderd verbindet somit diese beiden
wichtigen Chaperonéul3erdem hemmt es die ATPase Aktivitat von Hsp90 und halt es so in
einer offenen Stellundas SubBtrat ist von Hsp70 (im ADEZustand) gebunden. Durch das
Entlassen von ADP unBlinden von ATP bindet HE® durch die Vermittlung von HOP das
Substrat. Je nachdem um welches Substrat es sich hamelelen weitere spezifische €o
Chaperone bendtigt. Hsp7@diHOP dissoziieren und die Bindung von ATP an die NTD von
Hsp90 schliel3t den Komplex, sodass das Substrat prozessiert werdéHd@net al, 2018;
Schopfet al, 2017; Wandingeet al, 2008)(Abb. 11b).

21



A Hsp90 /— J_Z(%Substrat @ Natives Protein
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Abbildung 11: Der Hitzeschockpotein 70/90 (Hsp70/90) Zykluga) Hsp90 reagiert als Dimer. Jedes Monc
ist aus drei Doméanen aufgebaut: Eineteminalen Doméne (NTD), diese besitzt eine Nukleotidbinde:
einer mittleren Domane (M), verantwortlich fir die autokatalytische Adenosintriphosphat (AH¥RJrolyse un
Bindung von Substraten, und eineft&@@minalen Doméane (CTD) fiir die Dimerisierung und Bindung vor
Chaperonen. Die NTD wird durch eine flexible Region mit der MD verboanBadet ATP an die CTD find
eine Strukturanderung bei Hsp90 statt. Das gebundene Substrat kann so prozessiert werden. Durch di
von ATP zu Adenosindiphosphat (ADP) und Phosphaf) @elangt Hsp90 wieder in seine-fiirmige
Ausgangskonformationnd das native Protein wird entlassé). Der Zyklus von Hsp90 kann auch an den
Hsp70 gekoppelt sein. Hsp70 befindet sich in einem ADP gebundenen Zustand, d.h. es hat eine hohe
seinem Substrat. Das Hsp®fanisierende Protein (HOP) dieals Adapter zwischerisp7Q sowie Hsp9(
Durch Entlassung von ADP und Binden von ATP unterliegt Hsp70 einer Konformationsénderung
aufgrund der geringen Affinitat das Substrat frei. Hsp70 und HOP dissoziieren und ATP bindet an Hs
Dimer stlieR3t sich darauf hin und kann das Substrat weiter prozessieren.
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2.9 Zielsetzung

2.9.1 Uberblick tiber das gesamte Projekt

Ziel des gesamtetKooperationsProjektesist die Entwicklung eines zellbasierten
ToxizitatAssays als Hochdurchsa®ystem zur toxikologischen Testung von chemischen
Substanzen, welches genetiscWarianten [single nucleotide polymorphisfSNPs) in
DetoxifizierungsStoffwechselwegen (ADME-Tox) der Hiropaischen Bevoélkerung
berlicksichtigt.Dieser ToxzitatssAssay solldie Grundlage fir eine individualisierte und
fundierte Aussage Uber die Hawertraglichkeit einer chemischen Substanz bild8amit
kénnten hautzelltoxische Wirkungen von chemischen Substanzen schnell, kostenginstig,
reproduzierbar und aussagekréftig der Inverkehrbringung untersucht werden.

Hierzuwerdenaus21 Hautbiopsien von genetisch charakterisierten Probanden sowohl
humane immortalisierte Keratinozyt&elllinien fur die Entwicklung des zellbasierten
Toxizitats-Assays entwickeltals auch21 individuelle ex vivoHautmodelle angesetziDie
Zellen bzw. Hautsollen hinsichtlich ihrer Entgiftung durch Stressoren getestet werden. Zur
Validierung der Ubereinstimmungerdendie Ergebnisse der KeratinozytZelllinien direkt
mit den Ergebnissen dex viv Hautmodelle verglichen, um das MaR der Ubereinstimmung
festzustellen. Je hoher das MaR der Ubereinstimmung der Zelllinienergebnisse mit den
Hautmodellergebnissen ist, desto starker ist die Aussagekraft der geplanten zellbasierten
ToxizitatsAssays irBezug auf den Menschen

Im letzten Schritt werden bis ziiinf reprasentative Zelllinien und entsprechende
Stoffwechselwege, die einen erheblichen Einfluss auf die spenderindividuelle Sensitivitét
haben, ausgewahlt, die einen mdglichst breiten Querscheitt GEnCharakterisierung
reprasentieren. Aus diesimf repréasentativsten Zelllinien werden schliel3lich die zellbasierten
ToxizitdtsAssays zur Untersuchung der dermatologischen Toxizitat hergestellt.
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2.9.2 Ziel dieser Arbeit

Im RahmerdesProjektesst dasZiel dieser Arbeitnsgesamt 100 mannliche Probanden
zu rekrutieren, ihnen Blut abzunehmen wwh 21 genetisch unterschiedlicheSpendern
Hautproben zu entnehmebdiese Probanden unterscheiden sich hinsichtlich wichA§&E -
Tox-Geneg[EinzelnukleotidPolymorphismusinglenucleotide polymorphisiS8NP)] Hieraus
soll ein individuellesex vivo Hautmodellin vitro etabliet werdenzur Untersuchungler
Entgiftungsprozesseon 21 individuellen SpenderhautprofeHierzu wird de Wirkung von
UV-Licht und Diclofenac auf die Epidermis anhand von drei Schlissel
Detoxifizierungsprozessen untersucht: Antioxidatives Reslgstem, Nrf2Phase?-
detoxifizierandes System und Hitzeschockprot8iypstem Es soll eine Methodeetabliert
werden um aus Kleinstmengen Epidermis mRNA zu isolieren und diese in einer TagMan
EchtzeitPolymeraseKettenreaktion (PCRhinsichtlich der eben genannten Parametef
genetischer Ebermi prifen Um diese Ergebnisse abfoteinebeneu vergleichen, soll drch
Immunhistochemischeund Immunfluoreszenzfarbungen die Detoxifizierungskapazitat der
Hautmodelleuntersucht werden

Zusammenfassend solleauf Gen und Proteinebenderkenntnisse darlber erlagt
werden,inwiefern UV-Licht und Diclofenac digHautvon Europaischen Individueschéadigen
und ob bzw. inwiefern sich die Haut in der Antwort auf Stand&Btressorerbei genetisch

unterschiedlicheProbandemunterscheidet
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Tabelle 1: Verwendete Gerate

Name

Hersteller

BiologischesSicherheit&abinet

Klass I

NuAir, Plymouth, UK

C1000Thernocycler

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

COe-Inkubator

Heraeus Holding GmbH, Hanabeutschland

Dewar Transportgefald TypB

KGW lIsotherm, Karlsruhe, Deutschland

Feinwaage ABT 106 NM

KERN & SOHN GmbH, Balingen, Deutschlang

Fluoreszenzmikroskop
BIOREVO BZ-9000

Keyence Deutschland GmbH, Né&enburg,

Deutschland

Farbekammer M920

Simport, BernarePilon, Kanada

Gefrierschrank 4°C uni20°C

Liebherr International Deutschland GmbH,
Biberach an der Riss, Deutschland

Gefrierschrank 80°C

SANYO ElectricCo., Japan

Kryostat CM 3050S

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Magnetriuhrer Basic RH2

IKA® -Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

Mikrozentrifuge

neoLab Migge LaborbedaMertriebs GmbH,
HeidelbergDeutschland

25




NanoDrop NB1000
Spektrophotometer

Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA

Optisches Mikroskop

Bresser GmbH, RhedBeutschland

pH-MeterinoLab 7110

Knick Elektronische Messgerate GmbH & Co.
KG, Berlin, Deutschland

Pipetten: 100 1000 |L, 20- 200 (L,

2-20 1L, 0,5- 10 pL

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

PipettusAccujetpro

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland

Precision balance KERB72

KERN & SOHN GmbH, BalingerDeutschland

StepOnePlus Real Time System

Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA

UVC/T-AR DNA/RNA UV cleaner

Box

BioSan, Riga, Lettland

UV-Meter

Herbert Waldmann GmbH & Co. K&jllingen-
Schwenningen, Deutschland

UV Transluminator 2000

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Vortex Mixer VF2

IKA® -Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

Wasserbad 1104

Gesellschatft fir Labortechnik mbH, Burgwede

Deutschland

Zentrifuge 5415R

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Name

Hersteller

6-Well Platten

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

96 FastPCRPIlatte Halbrand

Sarstedt AG & Co., Niabrecht,Deutschland

BeeSana sterile Wundkompressen

Meditrade GmbH, Kiefersfelden GmbH,
Deutschland

Cryo Tube vials 1,8 mL

Nunc A/S, Roskilde, Danemark

Cutasept F

BODE Chemie, Hamburg, Deutschland

Dako-PenFettstift

DAKO Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland

Deckglaser (24x60 mm)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

EinmalBiopsiestanzé mm

Pfm medical AG, Kdln, Deutschland

Einweg Skalpell

Feathe® Safety Razor Co., Osaka, Japan

Fixomull

BSN medical GmbHiHamburg, Deutschland

Gentle skin OMFHandschuhe

Meditrade GmbH, Kiefersfelden GmbH,
Deutschland

Glasmorser 0,5 mL (Sonderanfertigung

Werner Hassa GmbH, Lubeck, Deutschland

Handschuhe Peksoft nitrile FINO

Paul Hartmann AG, HHeidenheimeutschland

LABSOLUTE Pipettenspitzen mit
Aerosolbarriere, steril: 1000 pL, 200 pL
0,1-10 pL

Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen,
Deutschland
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LABSOLUTE Reaktionsgefal3e 1,5 mL
DNase, RNase, Pyrogenfrei

Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen,
Deutschland

MenzelGlaser Superfrost Plus
Objekttrager (25x75 mm)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Mi ¢ r o A mpséhek@bpefolie

Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA

MikrotomklingenLeica 819

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar,

Deutschland

Octenisept

Schilke & Mayr GmbH, Norderstedt,
Deutschland

Ohrbugel Gesichtsmaske

3M Helth Care, Neuss, Deutschland

PCR SingleCap 8er SoftStips 0,2 mL
DNA, DNase, RNasefrei

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,

Deutschland

Petrischalen: 60 mm, 92 mm, 150 mm

Sarstedt AG & Co., Niibrecht, Deutschland

Pipettenslpi I8 6 nled 0

Sarstedt AG & Co., Niabrecht, Deutschland

Polyhexanid Macrogol Salbe 0,04%

Apotheke UKSH, Lubeck, Deutschland

Prolene 40 monofil chirurgisches

Nahtmaterial

Johnson & Johnson GmbH, Neuss, Deutsahlg

Reagiergefalel,5 mL, 2 mL_

Eppendorf AG, Hamburd)eutschland

ReaktionsgefalRd5 m_, 50 i,

Sarstedt AG & Co., Niabrecht,Deutschland

Ruhrspatel

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim,

Deutschland

SafetyMultifly -Kanule

Sarstedt AG & Co., Niabrecht, Deutschland

Scandicain Injektionslésung

Aspen GmbH, Bad Oldesloe, Deutschland
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Schraubdeckeldosefponorm 5g DurrmannGmbH & Co. KG, Hillscheid,
Deutschland

Serologische Pipetted0 L, 25 ni Greiner Bio One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Sicherheitsinjektionskantlen BD Eclips Becton Dickirson, Heidelberg, Deutschland

Sicherheitsspritzen 1 mL, 5 mL BectonDickinson Heidelberg, Deutschland
S-Monovette EDTA K, 2,6 rh Sarstedt AG & Co., Niabrecht, Deutschland
Transferpipettei3,5 mL Sarstedt AG & Co., Niabrecht,Deutschland
Wundversorgungsset Fuhrmann GmbH, Much, Deutschland
ZellulosetupfePurZellin Paul Hartmann AG, Heidenheim, Deutschlang
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3.1.3 Reagenzien

Tabelle 3: Verwendete Reagenzien

Name

Hersteller

2-Mercaptoethanol min. 98%

SigmaAldrich, Taufkirchen, Deutschland

4 Ngiaénidino2-phenylindol

dihydrochlorid (DAPI)

SigmaAldrich, Taufkirchen, Deutschland

Aceton

Avantor Performance Materials, Deventer,
Niederlande

Antikorperverdinnung

DAKO Deutschland GmbH, Hamburg,

Deutschland

Cryomatrix

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

DakoWaschpuffer 10x

DAKO Deutschland GmbH, Hamburg,

Deutschland

DAPI FluoromountG Medium

Southern Biotech, Birmingham, USA

DiclofenacNatriumsalz

SigmaAldrich, Taufkirchen, Deutschland

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

ApliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSQO) Reagent Plus

SigmaAldrich, Taufkirchen, Deutschland

Dispase |l

SigmaAldrich, Taufkirchen, Deutschland

Entellan

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Eosin GLAsung 05% wassrig

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Eukitt Medium

SigmaAldrich, Taufkirchen, Deutschland

FluoromoumtG Medium

Southern Biotech, Birmingham, USA
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MayersHamalaun Lésung

Roth GmbH & Co. KGKarlsruhe,
Deutschland

NukleasefreiesWasser

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

RNase Away

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Roti-Histofix 4% séaurefrei pH 7

Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Roti-Histol

Roth GmbH & Co. KGKarlsruhe,
Deutschland

TagMan Fast Advanced Mastermix

Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA

Ziegennormaderum

DAKO Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland
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3.1.4 Kits

Tabelle 4: Verwendete Kits

Name

Hersteller

ApopTag Fluorescein Situ Apoptosis
Detection Kit

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Avidin/Biotin Blocking Kit

Invitrogen, Carlsbad, USA

High Capacity cDNA Reverse Transcriptic
Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

NovaRED PeroxidasgHRP) Substrat Kit

Vector Laboratories, Burlingame, USA

QlAshredder

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNaseFreiesDNase Set (50)

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNeasy Plus Micro Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

Tyramide Signal Amplification (TSA)

Fluorescein System

PerkinElmer, Massachusetts, USA

VECTASTAIN Elite ABC HRPSubstraKit

Vector Laboratories, Burlingame, USA
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3.1.5 Puffer und Lésungen

Tabelle 5: Verwendete Puffer und Lésungen

Name Zusammensetzung Hersteller
0,3% Triton X-100 Triton X-100 Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe,Deutschland
Phosphatgepufferte Thermo Fisher Scientific,

SalzlésundPBS) (1x%)

Waltham, USA

3% Wasserstoffperoxid

1 mL 30%

Wasserstoffperoxid

9 mL PBS (1x)

Th. Geyer GmbH & CoKG,

Renningen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

1 N NaOH

40 gL in doppelt
destilliertem Wasser
(ddH0)

Avantor Performance Materials,

DeventerNiederlande

Dako Waschpuffer (10x)

1x in ddHO

DAKO Deutschland GmbH,

Hamburg, Deutschland

Ethanolabsolut

70%,80%,96%, 100%
in ddHO

Fischer Scientific, Schwerte,

Deutschland

Ethanot

Essigsaure (Eisessig)

2:1

Fisher Scientific GmbH,

Schwerte, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Formaldehyd 1%

Formaldehyd min37%
in PBS

Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland

Methylenblau

1% in ddHO

Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe ,Deutschland
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Phosphagepufferte ohneCaundMg Thermo Fisher Scientific,
Salzlésundlx (PBS Waltham, USA
PBS, pH 72 1,8 g NahPQuxH-0O Merck KGaA,Darmstadt,

in 1000 n. ddHO

8,0 g NaCl

Deutschland

Roth GmbH & CoKG,
Karlsruhe ,Deutschland

Tris-NaClBlockierpuffer
(TNB), pH 75
in 1000 nL. ddHO

15,760 g TrisHCI

8,766 g NaCl

5,000¢g
Blockiereagenz

Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe ,Deutschland

Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe ,Deutschland

PerkinElmer, Massachusetts,

USA

Tris-NaCFTween 20Puffer
(TNT), pH 75
in 1000 nL. ddH.O

15,760 g TrisHCI

8,766 g NaCl

500 W Tween 20

Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe ,Deutschland

Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe ,Deutschland

Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe ,Deutschland
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3.1.6 Medien

Tabelle 6: Verwendete Medien

+ 100 |L Aceton (steril)

Name Zusammensetzung Hersteller

Hydrokortison 1 mg/nL in 100% Ethanol 4 SigmaAldrich, Taufkirchen,
19mL Wi | | i ams 0 | Deutschland

Insulin 100 mg/10n mL ddHO SigmaAldrich, Taufkirchen,

Deutschland

Isolationsmedium

50mLWi I I i ams§é

500 mL Antimykotische
Mischung

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschlan

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Kulturmedium

50mLWi I I i ams§bé

500 WL L-Glutamin
500 L Penicillin-
Streptomycin

50 WL Insulin

10 pL Hydrocortison

Biochrom GmbH, BerlinPeutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

SigmaAldrich, Taufkirchen,

Deutschland

SigmaAldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Penicilin

Streptomycin

10 pg/nL

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Wi lliamsé©o

mit 2,2 gL NaHCQ, ohne

L-glutamine

Biochrom GmbH, BerlinDeutschland
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3.1.7 Antikorper

Tabelle 7: Verwendete Primarantikorper

erythroidderived
2-like 2 (Nrf2)

Nrf2

Antikdrper Verdinnung Beschreibung Hersteller
Gespaltene 1:400 Kaninchen anthuman | Cell Signaling
Caspase gespaltene Caspase 3 | Technology, Danvers,
USA
Hitzexchockprotein| 1:400 Mausantrhuman Hsp70| Santa CruBiotechnology
70 (Hsp70) Inc., Dallas, USA
Hitzeschockprotein| 1:200 Kaninchen anthuman | Abcam, Cambridge,
90 (Hsp90) HspD England
Katalase 1:200 Kaninchenantthuman | Antikoerperonline.de,
Katalase Aachen, Deutschland
Ki-67 Gebrauchsferti¢ FLEX Maus antihuman | DAKO Deutschland
Klon: MIB-1 Ki-67 Antigen GmbH, Hamburg,
Deutschland
Nuclear factor 1:100 Kaninchenantthuman | Antikoerperonline.de

Aachen, Deutschland
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Tabelle 8: Verwendete Sekundarantikorper

Flurochrom Verdliinnung Beschreibung Hersteller

Alexa Fluor 488 | 1:200 ZiegeantiKaninchen Abcam, Cambridge,
England

Alexa Fluor 488 | 1:800 ZiegeantiKaninchen Invitrogen, Carlsbad, USA

Biotiniliert 1:200 ZiegeantitKaninchen Jackson ImmunoResearcl|
Inc., West Baltimore Pike,
USA

Biotiniliert Gebrauchsferti¢ Ziegeant-Maus Abcam, Cambridge,
England

Rhodamir Red | 1:200 Ziegeant-Maus Jackson ImmunoResearclk

Inc., West Baltimoréike,

USA
3.1.8 TagMan Sonden
Tabelle 9: Verwendete TagMan Sonden
Gen Protein | Nummer Spezies | Hersteller
CAT Katalase | Hs00156308 _mJ] Human | Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, USA
GAPDH GAPDH | Hs99999905_m1 | Human | Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, USA
HSPA4 Hsp70 Hs00382884m1 | Human | Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, USA
HSP90AAL| Hsp90 Hs00743767_SH Human | Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, USA
NFE2L2 Nrf2 Hs00975960 mJ] Human | Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, USA
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https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs99999905_m1?CID=&ICID=&subtype=

3.1.9 Software
Tabelle 10: Verwendete Software

Name

Hersteller

BZ-11-Analyzer Software

Keyence Deutschland GmbH, Né&enburg,
Deutschland

BZ-Il-Viewer Software

Keyence Deutschland GmbH, N&enburg,

Deutschland

GraphPad Prisri

GraphPad Software Inc., La Jolla, USA

ImageJl.52q

Nationallnstitutes of Health, Bethesda, USA

Microsoft Office

Microsoft Corporation, Redmond, USA

NanoDrop 2000 / 2000c Operating Softwa

Version 1.6

Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA

PCR Mastercycler® realplex Software

Eppendorf AG, Hamburd)eutschland

StepOnePlus Version2.

Thermo FisheBcientific, Wilmington, USA
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https://www.thermofisher.com/de/de/home/industrial/spectroscopy-elemental-isotope-analysis/molecular-spectroscopy/ultraviolet-visible-visible-spectrophotometry-uv-vis-vis/uv-vis-vis-instruments/nanodrop-microvolume-spectrophotometers/nanodrop-product-authentication.html
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3.2 Methoden

3.2.1 Studiendesign

3.2.1.1 Ethik

Dem Antrag mr Durchfuhrung des vorliegenden Projektesrde nach Priufung
berufsethischer, medizinisahissenschaftlicher und berufsrechtlicher Gesichtspunkte von der
Ethikkommission der Universitat zu Lubeck (Vorsitzender: Herr Prof. Dr. med. A. Katalinic)
im Schreiben vom 02.05.2017 (AZ-183) ohne Bedenkezugestimmi{siehe Anhangl).

3.2.1.2 Probandenpopulation

Insgesamt wurden 100 kaukasische, gesunde mannliche Probanden im Alter von 21 bis
45 Jahren in die Studie eingeschlossen. Nach Uberpriifung denrEinAusschlusskriterien
erklarten die Probanden ihre kvdligkeit nach eingehender mindlicher und schriftlicher
Aufklarung durch Unterzeichnung einer schriftlichen Einverstandniserklarung.

Nicht eingeschlossen werden konnten Manner unter 21 Jahren (aufgrund der kompletten
Volljahrigkeit) und tber 45 Jahrdaufgrund derAltersmerkmale der Haytsowie Frauen im
Allgemeinen (aufgrund des hormonellen Statud)/eitere Ausschlusskriterien waren der
vermehrte Konsum von Tabak (O 5 -DntgmoTag t en
d. h. O 1)oderleGlas Wedn,(0525) pro Tag)und Drogenkonsum. Zusétzlich durfte
keine regelméaRige Medikamentermahme erfolgerDas Durchschnittsalter der Probanden lag
bei 27,83Jahren(Abb. 12).
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Abbildung 12: Altersverteilung der ProbanderEingeschlossen wurden nur Probanden im Alter von 21 bis 45
Jahren. Dadurchschnittliche Alter der Probanden lag bei 27,83 Jahren.

3.2.1.3 Probandenrekrutierung
Die Rekrutierung der Probanden begann am 01.08.2017 und endete am 27.02.2018. Fur

die Rekrutierung wurden passende Probanden aus vorangegangenen Studien kontaktiert,
Anzeigen und Kurztexte im Interngsowie lokalen Zeitungen geschaltet, regelmaRig tber den
E-Mail Verteiler der Universitat zu Libeck Anfragen versendet, Aushange auf dem Campus
Libeck des Universitatsklinikums Schleswiglstein und der Libecker Innenstadt gehta
sowieFlyer verteilt(Abb. 13).

Potenzielle Interessenten wurden vor dem Termin zur Blutenthahme zunachst
telefonisch oder peE-Mail Uber die Ein und Ausschlusskriterien mittels einer eigens
zusammengestellten Chetlste abgefrag{sieheAnhang 2). PassendBrobanden wurden zu
einem Aufklarungstermin bestelfundchst wurdemrneutdie Ein- und Ausschlusskriterien
Uberprift und die personlichen und epidemiologischen Datgfasst. Nach umfassender
mundlicher und schriftlicher Aufklarungbér die Mal3hahmen mittels einsschsseitigen
Aufklarungsboges (siehe Anhang3), erhielten die Probanden eine individuelle Bedenkzeit
von 24 Stunden. Nach endgultiger Zusage des Probanden und Unterschreiben der

Einverstandniserklarun@iehe Anhang3) konnte die Blutentnahme erfolgen.
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Abbildung 13: Darstellung der Anzahl an rekrutierten Probanden pro WochHesgesamt hat es 31 Wochen
gedauert um 100 Probanden in das Projekt einschlieen zu kénnen. Die Probandemektutiert Gber den £
Mail-Verteiler der Universitat zu Lubeck (Rundmail), Kurztexte im Internet, sowie lokalen Zeitungen und
Aushéangen.

3.2.2 Blutentnahme

Nach zweimaliger Hautdesinfektion delifenbeuge wurden durch Kanulemiktion der
Armvenezwei EDTA Monovetten Blut in der Esamtmenge von caniL entnommen.

Eine dieser Monovetten wurde fir die genetische Charakterisierung zur Firma Labor
Dr. Heidrich & Kollegen MVZ GmbH geschickt, die zweite verblieb als Backupator der

Entziindungsmedizin
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3.2.3 Festlegung dessen Panels

Zu Beginndes Projektes/urden Gene festgelegt, weldneder Entstehung und Abwehr
von toxikologischen Reaktionen in Keratinozyten eine wichtige Rolle spi€lerch eine
softwaregestutzte Literatecherche zu regulatorischen Genen in Keratinozyten der
menschlichen Haut konntevom Fraunhofednstitut IME, Hamburg, 402 Gene in
Literaturstellen identifiziert werdeurch Anwendung weiteréEin- und Ausschlusskriterien
konnte die Auswahl von Litenatstellen auf 61 begrenzt werden. Beim genauen Sichten dieser
Literaturstellen konnten 501 relevante Gene identifiziert und mit den bereits 402 Genen aus der
vorherigen Literaturrecherche kombiniertverden Daraus ergaben sich insgesamt 901
identifizierte Gene in der HauDa aber nicht alle in relevante Detoxifizierungsprozesse
involviert sind, wurde durch manuelle Auswahl die Anzahl an Genen auf 311 reduziert.

Ziel desProjekes istes GenvarianterjSingle nucleotide PolymorphisiSNPs) bei
verschiedenen Menschen, und die dadurch bedingten unterschiedlichen F&higkeiten in den
Entgiftungsprozessen der Hamti betrachtenDazuwurdenzu den 311 Geneentsprechende
SNPs mit einenGlobal minor allele freqancy(MAF) > 0,05 undohne klinische Relevaraus
der Datenbankhe Database of Short Genetic Variati@dbSNP) dedNational Center for
Biotechnology Informatio(NCBI) herausgsucht Der Global MAF zeigt die Haufigkeitnit
der daszweithaufigsteAllel in einer Population auftrittDer MAF liefert Informationen, um
zwischen haufigen und seltenen Genvarianten zu differenziglieraus ergaben sich 874

relevante SNPs.

3.2.4 Genetische Charakterisierung und Auswahl der Probanden fir die
Stanzbiopsien

Um so viele Menschen wie moglich ider Unterschiedlichkeitihrer Entgiftung
abzubilden, wurdenon insgesamt 100 Proband2hPersonerausgewahlt, die moglichst alle
Genvarianten in den ADMHEox Stoffwechselwegen reprasentier@&gricksichtigt wurden
Genvarianten, welche mit einer Haufigkeit von Gber 5% in der européischen Bevolkerung
vorkommen.

Hierzu fuhrte die Firma Labor Dr. Heidridh Kollegen MVZ GmbH, Hamburg, eine
Sequenanalyse der874 SNPs im Blut der R&enten durchund konnte 758 SNPs (87%)
experimentell analysieren.

Zunachst wurde aus dem Blut DNA isoliert und eindextGeneration
SequencingNGS) Analyse durchgefiihrt. Nachuizhfihrung der NG&nalyse erfolge die
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bioinformatorische Auswertung der Sequenzdaten. Aus diesen wurden die Polymorphismen
ausgewertet, die mit einer Haufigkeit von mehr als 5% in unserer Bevolkerung vorkommen.
Anhand dieser Genvarianteruslen aus dett00 Probandef1 Personerso ausgewahlt, dass
sich die genetischen Profile hinsichtlich dieser Genvarianten mdglichst unterscheiden und
maoglichst viele dieser Genvarianten in dem Kollektiv vertreten sind.

Dazu wurde die 100 Probanden iGruppeneingeteilt aufgrund der Ahnlichkeder
kodierendenGenstrings Es ergaben sicB6 Gruppenmit ein bis maximalkechsPersonen
Zuletzt wurden aus den verschiedenen GrugieRrobanden per Zufall ausgesuyctadass

aus jeder Gruppe mindestens eine Probe vorhanden war.

3.2.5 Hautbiopsie-Entnahme

Nach Auswahl de21 potenziellerHautspendewurden diese erneut kontaktieBeim
Termin erfolgten abermals eine Uberpriifung der- Eind Ausschlusskriteriersowie eine
spezifische Aufklarung zur operativen Entnahme der Hautprobe miindlich urtislefdurch
den Arzt/die Arztin. Nach schriftlicher Einverstandniserklarungden 4 Hautstanzengamm
Durchmessevon der GesalRhaut entnomni@ib. 14).

Die GesaBhaut wurdelrei Mal desinfiziert. Danach erfolgtdie Injektion von
ca.37 5mL eines LokalandsthetikumdNach Wirkung der Lokalandsthesie erfolgte die
Gewinnung von vier runden Hautbiopsien mittels Stanze (6 mm Durchmeségtichst ohne
Fettgewebe Nach der Gewebeentnahme wurden die Wéunden jewels mit Nahten
verschlossen und mit sterilen Verbandsstreifen abgedecktvétmeidungvon Infektionen
wurde Polyhexanid auf die Verbandstreifen gegeben. Als letztes erfolgte ein steriler
Abschlwssrerband mit einer Kompresse und einem selbstklebendemhisiies.

Nach 10 bis 14 Tagen wurde die Wunde kontrolliert und das Fadenmaterial gezogen
Insgesamt wurden Proben voh @pendern entnommeBwei Stanzen wurden gekuhlt und in
Williamso Medium E per KurierDienst am selben Tag ahe FirmaacCELLerateGmbH,
Hamburg, zur KeratinozyterZellliniengenerierung geschickt, die andereaiden Stanzen

verblieben im Labor der Entziindungsmedizin.
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Material und Methoden

Abbildung 14: Entnahme der Hautbiopsien(a, b, c)Mit Hilfe einer Stanze wurden vier Hautbiopsien & 6 mm
Durchmesser von der Gesaflhaut enthomiftgre) Die Wunden wurden mit Nahten verschlossen und mit einem
Abschlussverband versehefff) Die Hautstanzen wurden in WilliadsMedium E in das Labor der

Entziindungsmedizin transportiert.

3.2.6 Hautorgankultur -Modell und Substanzbehandlung

3.2.6.1 Kultivierung der Hautbiopsien

Die Kultivierung der Hautstanzen beruht auf dem ldagarkultur-Modell von
Kl e s z cungRBshkrund wurde in 5% C®bei 37°Cdurchgefihrt(Klesz ¢ z y @Bd K i
Fischer, 2012)Zunéachst wurdenid zwei Stanzein Isolationsmedium gelagert und ggf. von
Fetgewebebefreit (Abb. 15a,b). Da nur zwei Stanzen zur Verflgung standen, zusatzlich zur
UV- und Diclofenaebehandelten Haut noch eir€ontrolle benétigt wurde, wurdeach
vorsichtiger Sauberung der Haut durch Tupfen auf einem Papiertuem darittel von jeder
Stanzeper Skalpell entfernfAbb. 15c, d). Die Hautproben wurden mit der Epidermis nach
oben im eine 6-Well Platte positionig (Abb. 156. Um sich vom praparatiofisduzierten
Stress zu erholen, wurden die Hautbiopsiene Substanzbehandlung fur 24 Stunden bei 37°C

in 2 mL Kulturmedium kultiviert
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Material und Methoden

Abbildung 15: Zurechtschneiden derHautbiopsien. (a) Zwei der vier Hautbiopsien wurden an die Firma
acCELLerate zur Keratinozyterellliniengenerierung geschickfb) die anderen beiden Stanzen wurden in
Isolationsmedium gelagert und ggf. entfetfet.d) Circa ein Drittel wurde von jed&tanze abgeschnitten ue)
als Kontrollgewebe benutzt (links). Die anderen beiden Stiicke waren fur digNitte) und Diclofenae

Behandlung (rechts) vorgesehen. Vor der Behandlung ruhten die Biopsien jeweils in 2 mL Kulturmedium fur
24 Stunden bei 37°C.
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3.2.6.2 Substanzbehandlung

Zu Beginn wurde das Kulturmedium entfernund alle Proben mit 1 mL
Phosphatgepufferter SalzlosuiBS (1x] gewaschernym Rickstdnde des Kulturmediums zu
entfernen.

Zu der Kontrolle und der UNProbe wurden 1 mL PBS (1x) gegeben. Die-Bibe
wurde durch den BiRad UV Transluminator 2000 mit einer Dosis von 300 mJ/cm? UV
bestrahlt(Fischeret al, 2013) Dieses Gerat wurde validiert und kalibriert durch Piazena
Biolabs (Berlin, Deutschland). Die UQuelleemittierthauptsachlickJVB (280i 320 nm; ca.
60%), weniger UVA (320400 nm ca.30%) und kaumUVC (120 280 nm ca. 10%. Nach
der UV-Bestrahlung wurde das PBS entfernt und die Haut efiie@4 Stunden bei 37°C in
2 mL Kulturmedium kultiviert(Abb. 16a, b)

Diclofenac wurde in einer Konzentration von 1 ndém Kulturmedium zugesetzt
Zusatzlich wurden 0,1%imethylsulfoxid (DMSO) hinzugegeben. Die Haut wurde mit der
Epidermis nachinten schwimmend in 4 mtieser Substanz fir 24 Stunden bei 37°C inkubiert
(Abb. 160).

Nach Ende der Behandlungsaeiirde jeweils ein Drittel des kultivierten Geweles
Cryomatrk eingebettetin flissigem Stickstoff eingefroren und beéB0°C gelagert Die
eingebettete Hastanzewurde am Leica CM 3050S Kryostat thum dickeGefrierschnitte
geschnitterund bei-80°C gelager(Abb. 16e, { g, h)

Die Ubrigenzwei Drittel der Hautstanze wurden in 0,1% DispHse Kulturmedium
fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Dies bewirkte die Ablosung der Epidermis von der Dermis.
Beide wurde getrennt voneinander in flissigem Stickstfigefroren und bei80°C gelagert
(Abb. 16i).
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Material und Methoden

Abbildung 16: Aufteilung der Hautbiopsien(a) Von der KontrotHautbiopsie wurde das kleinere Stiick fiir die
Protehanalyse verwendetb, c, d)Von der U\tbestrahlten und in Diclofenac kultivierten Hautbiopsie wurde ca.
1/3 abgeschnitterfe, f) um es in Crgmatrix fir Proteinanalysen einfierenund(g, h) es spater am Cryostat zu
schneiden und auf Objekttrager zu bringéh.Vom gréReren Stick wurde die Epidermis mittels Dispgase
abgel6st und fir mRNA Isolation und Genanalysen verwendet.
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3.2.7 mRNA Isolation

Aus der Epidermis der Hautstanzen wurde mit Hilfe des RNeasy Micro Kits von Qiagen
MRNA isoliert. Alle Isolationsschritte erfolgten bei Raumtemperatur (RT)
Hierzu wurde die tiefgefrorene Epidermis nach dem Protokoll von Qiagegmit Hilfe eines
mafgefertigten Glasmorsespwieeing QIAShredder Saulen 350 L RLT Puffer(versetzt
mit 10 pyL FMercaptoethanol auf 1 mL RLT Puffehomogenisiert und lysier2 min
Zentrifugation bei voller Kraft). AnschlieBendes Zentrifugieren des Lysats auf einer gDNA
EliminatorS 2 u | e (30 S bei 010.000 rpm) war der
genomischen DNAgGDNA) Verunreinigungen. Der Durchfluss wurde mit 350 uL 70&4eiEol
versetzt und auf die RNeasy MinElute S2ule p
zentrifugiert, der Durchfluss verworfen und die Saule mit 350 uL RW1 Puffer und erneutes
Zentrifugieren gewaschen. Es folgte der zweite Schritt zur Vermgidwn gDNA
Verunreinigungen mit Hilfe eines DNastrdaws. Die in RNase freiemWasser gelOste
DNasel wurde 1:8 in RDD Puffer verdinnt (Kit RNaseee DNase, Qiagen30 uL wurden
direkt auf die Saule pipettiert und fir 20 min inkubi&s.erfolgte ein emeuter Waschschritt
mit 350 puL RW1 Puffer. Der Durchfluss wurde verworfen und 500 pL RPE Puffer auf die Saule
gegeben, 15 s bei O010.000 rpm zentrifugier
Saulenmembran wurde mit 500 pL 80% Ethanol gewaschen (4sy#tibn 2 min bei
O1 0 . rpn0, evor sie auf eineues 2 mL Réhrchen gesetzt und offen fiir 5 min bei voller
Kraft zentrifugiert wurde, um zu trocknen. Die Saule wurde auf ein RNase freies 1,5 mL
Reagiegefald gesetzt und die mRNA mit 20 uL RNase freiem Wasser eluiert (2 min Inkubation,
Zentrifugation 1 minbei voller Kraft). Das Eluat wurde erneut auf die Membran der Saule
gegeben, 2 min inkubiert und erneut 1 min bei voller Kraft eluiert. Nach Messung der-nRNA

Konzentration am NanoDrop wurde die mRMNA Anschlussn cDNA umgeschrieben.
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3.2.8 cDNA Synthese

Bei Proben mit einer mRNAonzentration tber 100 ng/uL wurde die mRNA 1:2 in
RNase freiem Wasser verdunmroben mit einer geringeren Konzentration wurden ohne
Verdinnung verwendetFur die cDNA Synthese wurde ein 2x Rastermix nach
Herstellerangaben auRNase freiem Wasser, 10Reverse Transkriptase Puffer, 25x
DesoxyribonukleosidtriphosphadN TP) Mix, 10x Reverse Transkriptase Random Prionea
ReverseTranskriptasengesetztAuRerdem wurde eine Kontrolkdhne Reverse Transkriptase
mitgeflhrt.
Zu 10 pL 2x Reverse Transkriptaddastermix wurden 10 pL mRNA (1x Volumen) gegeben,
vorsichtig gemischt und wie folgt im Thermocycler von-8iad inkubiert: 25°C 10 min, 37°C
120 min, 85°C5ni n, 4AC D. Di €0°Cdelbgart. wur de bei

3.2.9 TagMan Echtzeit-PolymeraseKettenreaktion

TagManEchtzeitPolymeraseKettenreaktion RT-PCR) ist eine verbesserte Form der
herkdmmlichen EchtzePCR Anstatt interkalierender Farbstoffe nutzt TagMan eine fir das
Zielgen spezifische fluorogene OligonucleotidsendHierbei sind die Spezifitdit und
Reproduzierbarkeit sehr hoc h-Endd) wiel soHdngeoeane s z e n
einem QueneckEnedre) (aumt 86 dr-Nuclékaseaktivitiiti der TdgNa- 5 06
Polymerase die Sondspaltet und der Farbstoffsich vom Quencher entferntDie
Fluoreszenzintensitat erhoht sich proportional zur Menge des erzeugten Amplikons.

Die TagMan RTPCR wurde inTriplikaten in 96-Well Plattenam StepOnePlugon
Thermo Fisher durchgefihrt. Es wurdeGlyceinaldehyd3-phosphaDehydrogenase
(GAPDH) als Haushaltgen verwendet.

Es wurdenl0 ng cDNA pro Reaktionsansateingesetzt Pro Well wurden 2QuL
Reaktionsmixverwendet Der TagMan Fast Advanced Mastermixirde mit den jeweiligen
Sonden angesetzt (pro Reaktiopll Sonde und 1L Mastermix). Pro Well wurden 11 pL
Mastermix/Sonde vorgelegt und 9 uL cDNA (10indNuklease freiem Wasgdtinzugegeben.
Durch Auf- und Abpipettieren wurde gemischt ohne Luftblasen zu erzeugen. Zum Schluss
wurde die Platte mit einer optisen Folie abgedecktum Schutz vor Verdunstungadhrend
der Reaktion und kurz zentrifugiert. Die PCR wurde wie Tabelle 11 dargestellt
durchgefuhrt.

Die relative Expression der Gene wurde durch #f%*2 Methode berechnet, mit der

Expression voiGAPDH als Haushalt&en.
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Tabelle 11: Programm fir die TagMan Echtzeit-PCR mit dem Fast Advanced
Mastermix am StepOnePlus (Thermo Fisher Scientific)

Zeit (S) Temperatur (°C) Zyklen Beschreibung
120 50 Halten Uracil-N-Glycosilasg UNG)
Inkubation
20 95 Halten Polymeraseaktivierung
1 95 Denaturierung
20 60 40 Anlagerung/Verlangerung

3.2.10lmmunhistochemie

3.2.10.1Ha&matoxylin/Eosin Farbung

Um die Morphologie und strukturelle Veranderungkt Hautbewerten zu kénnen,
wurden dieGefrierschnittemittels Hamatoxylin und EosifHE) gefarbt.

Hierzu wurden die Schnitte zunachst 10 min bei RT getrocknet, bevor sie 10 min in
eiskaltem Aceton-20°C) fixiert wurden. Es folgte ein kurzes Waschenl@stilliertem Wasser
und die Farbung in Hamalaun nach Roth fir 10 min beideWie das Blauen der Zellkerne
unter flieBendem Leitungswasser fir 15 min bei RTmDé&issrigerEosin (0,5%) wurde ein
Tropfen Esessigauf 200 mL Lésungugesetzt und die Schnitte in dieser Losung 30 s gefarbt.
Durch die anschlieRende aufsteigende Alkoholr§i®o > 96% > 96% > 100% (1 min) >
100% (1min) erfolgte die Dehydrierung und durch zweimalige Inkubation in Rbstol
(jeweils 2 min)die Uberleitung zum Wassdreien EindeckmittelZum Schlussvurden die
Schnittemittels Entellan und Deckglasern eingedagahktl bei RT gelagert.

Die HE-Bilder wurden am Fluoreszenzmikroskop BIOREVO-8@00 in 2@-facher
VergrolRerung aufgenommeddm den Grad der Schadigung zu bestimmen wurde ein Seoring
System festgelegvon allen 21 Patienten wurden pro Bedingung (Kontrolle,/AR0QUJV,1mM
Diclofenac) ein bis sieben Fotder Epidermigsm Fluoreszenzmikroskop BIOREVO E000
in 200-facher VergroRerungufgenommen. Jedes Bild wurde verblindet nach folgendem Score

bewertet:
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Material und Methoden

Tabelle 12: Score zur Bewertung der epidermalen Schadigundgskala = 10Qum.

- Grad der -
Beispiel : Kriterien
Schadigung

1 1 Die Epidermis ist voll intakt
1 Es gibt keine strukturellen
Auffalligkeiten

1 Die Epidermis beginnt sic

2 vereinzelt von der Dermis Z
l6sen

1 Die Epidermis  schein
aufgelockert, einzeln
apoptotische bzw
Sonnenbrandellen sind zu
erkennen

1 Einige akantolytische Zelle
sind vorhanden

1 Es findet eine subepiderma

3 Spaltbildung statt

1 Die Anzahl anapoptotischen
bzw. Sonnenbrandellen hat
deutlichzugenommen

M Es sind mehrer
akantolytische Zeller
vorhanden

1 Die Epidermis  beginn
dinner zu werden
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3.2.10.2Immunhistochemische Farbung vorK atalase

Um die RedoxRegulationvon Katalasan der Epidermizu untersucherwurde eine
immunhistochemische Farbung durchgefuhrt. Hierzu wurdeGéfgerschnittezunéchst 10
min bei RTgetrocknet und fiir 10 mipei-20°C in eiskaltem Aceton fixiert. Nach dreimaligem
Waschen in Dako Waschpuffer (1x), je 5 min, wurde die endogene Peroxidabe3ga
Wasserstoffperoxid idestilliertem Wassegehemmt (15 min). Nach erneutem Waschen folgte
erst die Umrandung der Gefrierschnitte mit dem DB&tstift und danmdie Inkubation mit
dem Primarantikbrper Uber Nacht bei 4°CKéninchen antthuman Katalag 1:200 in
Antikdrperverdiinnung

Am néachsten Tag wurden die Schnitte dreimal je 5 miDako Waschpuffeflx)
gewaschenbevor siemit dem Sekundaantikorperinkubiert wurden Ziege anti-Kaninchen
biotiniliert 1:200 inAntikérperverdiinnung Zur Detektiondes Antikorpers wurde die Aviah
Biotin-Komplex Methode (ABC Methodejenutzt. Hierzu wurden die Schnittegah drei
weiterenWaschschrittemit Dako Waschpuffer (1x)mit Avidin-Biotin-Komplex Peroxidase
in PBS mit 0,% Tween2030 min bei RT inkubiert. Nachdem die Schnitte erneut gewaschen
wurden, erfolgte die Inkubation mit dem Substhdva Red Diesesproduziert ein rot
braunlichesReaktionsproduktywenn es vorder Peroxidase des ABC Kompéswumgesetzt
wird. Auf eine Gegenfarbung der Zellkerne wurtinsichtlich auswertungstechnische
Grunden verzichtet.

Nachdem die Schnitte mittels aufsteigender Alkoholreihe dehydriert died
Uberleitung zum Wassdreien Eirdeckmittel durchRoti-Histol hergestelltvurde[50% > 70%
(30 s) > 90% (1 min) > 100% (1 min) > 100% (1 minRoti-Histol (5 min) > RotiHistol
(5 min)], konnten sie mit Eukittingedeckiverden.Die Objekttrager wurden bei RT gelagert.

Die KatalaseBilder wurden am Fluoreszenzmikroskop BIOREVO-8@00 in 2@-
facher VergroRerungufgenommeifAbb. 17).
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Abbildung 17: Beispielbild fir dieimmunhistochemische Farbung von Katalaseie Gefrierschnitte wurden in
Aceton (-20°CQ) fixiert, in 3% Wasserstoffperoxid gehemmt und der Primarantikédganifichen anthuman
Katalase 1:200 in Antikorperverdinnungjttels Avidin-Biotin-Komplex Methode (ABC Methode) detektiert
Skala = 10Qum.

3.2.10.3Simultane Immunfluoreszenzfarbung von Ki67 und TdT -vermitteltes dUTP-
biotin nick endlabeling

Um proliferative und apoptotische Zellen darzustellen und Ruckschliisse auf den Grad
der Hautschadigung zu ziehen, wurde eine Farbung des Proliferationsmark@rs déivie
apoptotischer Zellkerne mittel$dT-vermitteltes dUTFbiotin nickendlabeling (TUNEL),
durchgefuhrt.

Zunachstvurden die unfixierten Gefrierschnitte 10 min bei RT getretkmd 10 min
bei RT in 1% Formaldehydlésung in PBS fixiddaraufwurden sie drenal je 5 min in PBS
gewaschen und in EtharBlsessig (Verhaltnis 2:1) fir 5 min b@&0°C postfixiert, bevor eine
erneute dreimalige Waschung mit PBS durchgefihrt wurde. éfolgte die Umrandung der
Gefrierschnitte mit einem Dakiettstift bevor sie mit je 2AL Equibrilierungspuffer fir 5 min
bei RT inkubiert wurden. Danach wurden die Schnitte fur die TUNEL Farbung mit dem TdT
Enzym inkubiert. Hierzu wurde eine Reaktilirssing im Verhéaltnis 70% Reaktionspuffer und
30% TdTEnzym angesetzt. Auf die Negativkontrolle wurde nur Reaktionspuffer gegeben. Es
wurden 20puL Enzym auf die Schnitte gegeben, r@ibverslipsbedeckt und fir 60 min bei
37°C (Warmeschrank) inkubiert. Es empfiehlt sich die Stopplfisung (68 mLdestilliertes
Wassewund 2 mL Stoppffer) gleich mit in den Warmeschrank zu stellem sie auf 37°C zu

erwarmenln dieser Stoppffer-Lésung wurderie Schnitte 10 min bei 37°C inkubiert. Danach
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fanden drei Waschschritte in PBS (jeweils 5 min bei ,RSDwie die Prainkubation mit
Ziegennormalserum (10% in PB3tatt. Die Inkubation ded/aus anti Human Ki-67-
Primarantikdrpers bzw. der Negativkontrol®4 Ziegennormalserum in PBS) erfolgte Uber
Nacht bei 4°C.

Am darauffolgenden Tag wurde der Antikdrper durch rde¢iWaschen in PBS (je
5min) entfernt und die Schnitte mit dem ersten sekundaren Fluoreseekierteranti-
DigoxigeninAntikorper inkubiert(48,7% Blockierldsung und 51,3% Antikorperloésung, 28 pL
pro Schnitt, 30 min bei RT). Nach dreimaligem Waschen erfolgte die Inkubation mit dem
zweitenZiege antrMausRhodamine RedekoppelterSekundaantikdrper (1:200 in PBS mit
2% Ziegennormalserum). Nac 45minutiger Inkubationszeit wurde der Antikdrper
abgewaschen (dmeal je 5 min) und die Schnitte mid Ngiadnidine2-phenylindol
dihydrochlorid DAPI)-Fluoromount G Medium eingebettet. Nachdem das Medium getrocknet
war, konnte deDbjekttrager bei20°C gelagert werden.

Alle Bilder wurden am Fluoreszenzmikroskop BIOREVO -B@O0 in 2@-facher
VergrolRerung aufgenommeéAbb. 18).

Abbildung 18: Beispielbild fiur die Immunfluoreszenzfarbung des Proliferationsmarkers &7 (rot) und
apoptotische Zellen (griin; TUNEL). Die Gefrierschnitte wurdemach Trocknung eré 1% Formaldehydldsung
und dann in Ethandtisessig (2:1) fixiert. Die TUNEIFarbung erfolgte nachlersteler-Anleitung mit dem
ApopTag Fluoresceinn Situ Apoptosis Detectiolit (Merck). Der Primarantikdrper K67 (gebrauchsfertig)
wurde mittelsRhodamine Refl:200 in PBS mit 2% Ziegennormalserudetektiert TUNEL = TdT-vermitteltes
dUTP-biotin nick endlabeling TdT = terminale deoxynucleotidyl Transferase, dUT Besoxyuridintriphosphat,
Skala=100pum.
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3.2.10.4Immunfluoreszenzfarbung von gespaltenerCaspase 3nuclear factor erythroid
derived 2like 2, Hitzeschockprotein 70und 90

Um den Einfluss vorStress aufdie Aktivierung der Apoptosentittels gespaltene
Casmse3), die Abwehr von oxidativem Stres&ber Nrf2), sowie das Htzeschockprotein
System fnittels Hsp70 und Hsp90) auf Proteinebenezu untersahen, wurden
Immunfluoreszen&rbungen deeben genannteParameter durchgefiuhrt.

Hierzuwurden die unfixierteiefrierschnitteaus-80°C fir 10 minbei RTgetrocknet
bevor siel0 min fixiert gespalten€as@se3 bei-20°C in Aceton, Nrf2 bei RT in Retiistofix
4%) unddreimal mit BS (gespalten€asm@se3) bzw. Dako Waschpuffer (1x) (Nrfdgweils
5 min gewaschen wurdemMachdem die Schnitte mit einem Dalkettstiftumrandet wurden,
folgte fir gespalten&€as@se3 eine Prainkubation mit Ziegennorreatum (5%) in PBS und
0,3%Triton X-100 fir 60 min bei RTDer PrimarantikdrperKanincherant-humangespaltene
Casmse 3 wurde 1:400 in PBS und 0,3% Triton-200 verdinnt. Der Priméarantikbrper
Kaninchenantthuman Nrf2wurde 1:D0 in Dako Antikérperverdiinnungrerdiinnt. Beide
Antikorper inkubierten tber Nacht bei 4°C.

Darauf folgten drei Waschschritte je 5 min mit PBS bzw. Dako Waschpuffer, éewor
Sekundaantikdrper Ziege anti-KaninchenAlexaFlour 488 auf die Schnitte gegeben wurde
(gespalten€asmse3 1:800 in PBS mit 0,3%riton X-100 und 2% Ziegennornsrum fir 90
min bei RT; Nrf2 1:200 in Dakdéntikorperverdinnundir 60 min bei RT). Nach erneutem
dreimaligem Wasche&5 min erfolgte die Gegenfarbung rbiAPI (1pug/mL)fur 1 min bei RT
und erneut dreiWaschschritte, bevor die Schnitte am Ende mitofelmount Medium
eingedecktverden konnten.

Die Immunfluoreszenzfarbung vadAsp70 und Hsp9@vurde mit Hilfe der Tyramid
Signal Amplifikation durchgefuhrt. Hierzu erfolgte, nach dem TrockneiGeééterschnite bei
RT, der Fixierung irRoti-Histofix 4%bei RTflr je 10 min und dreimaligem Waschab min
mit Tris-NaCFTween 20 Puffer INT), die Hemmung der endogenen Peroxidase mit 3%
Wasserstoffperoxid in PBS fir 15 min bei RT. Nach erneutem Waseheigte die
Umrandung der Gefrierschnitte mittels Dakettstift, danrdie Inkubation mit Avidin (15 min
bei RT), dremaligesWaschen je 5 mirgdie Inkubation mit Biotin (15 min bei RT) und wieder
dremaligesWaschen je 5 min, bevor die Schnitte mit 2% Ziegennaenam inTris-NaCl
Blockierpuffer TNB) fur 30 min bei RT préainkubiert wurden. DRrimarantikbrpeMausantk
human Hsp70 bzwKaninchenantrhuman Hsp90 wurde 1:400 bzw. 1:200 in TNB und 2%

Ziegennormaderum verdiinnt und Uber Nacht bei 4°C inkubiert.
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Am n&hsten Tag erfolgte nach drei Waschschritten (jeweils 5 min) mit TNT die
Inkubation des Sekundaratikorpers fur 45 min bei RT Zfege ani-Mausbiotiniliert
gebrauchsfertigozw. Ziege antiKaninchen 1:200 in TNB und 2% Ziegennornsafum)
Nachdem die Schtté erneut drenal in TNT gewaschen wurden, erfolgte die Entwicklung der
Farbung nach Angaben des Herstellers wie folgt: Inkubation mit Strepdavidin konjugierter
MeerrettichperoxidaseHRP) (1:100 in TNT) fur 30 min bei RT, dm@ial waschen mit TNT
jeweils 5 min, Amplifikation mit Fluorescinisothiocynat(FITC) Tyramid (1:50 in
Amplifikationsreagenz) fir 5 min bei RT und erneutes Waschen mit ZMh.Schlussrolgte
eine Gegenfarbung mitAPI (1 pg/mL) fir 1 min bei RT und abschlieRend diéaschschritte
mit TNT, bevor die Schnitte mit Fluoromouxedium eingedeckt wurdehachTrocknen des
Mediumswurdendie Objekttrager beR0°C gelagert.

Alle Bilder wurden am Fluoreszenzmikroskop BIOREVO -B@0 in 2@-facher
VergroRerung aufgenommeéAbb. 19).
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Abbildung 19: Beispielbilder fur die Immunfluoreszenzfarbung von (&3espaltener Caspase 3, (bluclear
factor erythroid -derived 2-like 2 (Nrf2), (c) Hitzeschockprotein 70 (Hsp70), (d) Hitzeschockprotein 90
(Hsp90).Gespaltene Caspase 3 und NBie Gefrierschnitte wurdemach Trocknung ergt Aceton €20°C) bzw.

in 4% RotiHistofix fixiert. Nach Prainkubation mit Ziegennormalseruddo(in PBS und 0,3% Triton -400)
erfolgte die Inkubation des Priméarantikdrpeikafinchen anthuman gespaltene Caspase 3 1:400 in PBS und
0,3% Triton %100; Kanintien anthuman Nrf2 1:100 in Dako Antikdrperverdinngn@er Priméarantikdrper
wurde mittelsAlexaFlour 488 detektiert (gespaltene Caspase 3 1:800 in PBS mit 0,3% T+it60 Xnd 2%
Ziegennormalserum; Nrf2 1:200 in Dako Antikdrperverdinnuitpp 70 und 90Die Gefrierschnitte wurden
nach Trocknung zunéchsin 4% RotiHistofix fixiert und dann die endogene Peroxidase mit 3%
Wasserstoffperoxid gehemmt. Es folgte eine Inkubation mit Avidin und Biotin, bevor die Schnitte in 2%
Ziegennormalserum in TrANaCl Blockierpuffer (TNB) prénkubiert wurden. Die Detektion des
Primarantikdrpers (Maus artiuman Hsp70 bzw. Kaninchen ahtiman Hsp90 1:400 bzw. 1:200 in TNB und
2% Ziegennormalserum) durch den Sekundarantikérper (Ziegdantbiotiniliert gebrauchsfertigpzw. Ziege
antiKaninchen, 1:200 in TNB und 2% Ziegennormalserum) wurde mit dem Tyramid Signal Amplifikations Kit

nach Anleitungles Herstellerserstarkt.Skala= 100 um.
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3.2.11Statistische Analy®

3.2.11.1Echtzeit-PolymeraseKettenreaktion

Die Daten deEchtzeitPCR werden alx-fache Anderung der Genexpression durch die
2'®®C\1ethode dargestelih Bezug auf die Expression des Haushaltsgens GAEBWurden
Triplikate von 19 Probandewerwendet

Die Uberprifung auf Normalverteilung erfolgte durch d&hapireWilk- oder
KolmogorowSmirnowTest abhangig von der Probengrd3eBei vorhandener
Normalverteilung wurde die Signifikanz ittels One WayANOVA und anschlielendem
T u k empuliide comparisorTest analysiert. Bei nichtormalverteilten Proben erfolgte die
Testung auf Signifikanz mit dem Krusk@lallis Test undD u n maltgple comparisoi est

Die Standardabweichung wird alsstandard error of the meaf8.E.M.) dargestellt.
Statistisch Signikante Ergebnisse ewden wie folgtgezeigt * P < Q05 ** P < Q01
*** P <(Q001lund **** P < 0,0001

3.2.11.2Immunhistochemie

Von der HE und Immunfluoreszenzfarbung flgespalteneCasmse 3 undKi-
67/TUNEL wurden von allen 21 Probandam Fluoreszenzmikroskop BIOREVO E2D00 in
200-facherVergrolRerunglrei bis sieberFotos pro Bedingungon der Epidermis gemachje
nachdem wie grof3 die Hautprobe wlare HE-Farbung wurde mittels eines Scores bewertet
(Tab. 12). Gespalten€Cas@mse3 und Ki-67/TUNEL positive Zellen wurden gezahlt=ur die
Quantifizierung der Fluoreszenz vonNrf2, Hsp70 wund Hsp90 sowie der
immunhistochemiscime Farbung von Katalase wurden von allen 21 Probandeam
Fluoreszenzmikroskop BIOREVO BZ000 in 2@-facherVergrol3erungwei bis sieben Fotos
der Epidermis pro BedingungufgenommenVon jedem Foto wurde mittelder Software
ImageJl.52qdie Fluoreszenzbzw. Farlintenstat in sechs definieehBereichen gemessen.

Die Daten wurden in GraphPad Prism 7 statistisch ausgewRigetUberpriifung auf
Normalverteilung erfolgte durch den Kolmogor&mirnowTest Bei vorhandener
Normalverteilung wurde die Signifikanz ittels One WayANOVA und anschlielRendem
T u k empulide comparisorTest analysiert. Bei nichtormalverteilten Proben erfolgte die
Testung auf Signifikanz mit deiruskatWallis TestundD u n malple comparisoTest
Die Standardabweichung wird alstandard error of the meafs.E.M.) dargestellStatistisch
Signifikante Ergebnisseerdenwie folgt gezeigt * P < 005; ** P < 0,01; *** P < 0,001 und
*xx P < 0,0001.
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3.2.12Generierung von genetisch definierten immortalisiertenKeratinozyten-
Zelllinien

Aus den beideanderen Stanzbiopsiater Probandeisolierte die Firma acCELLerate
GmbH durch Kollagenaseverdau moglichst reine Populationen von Keratinozyten aus der
Epidermis. Diese wden Uber 12 Passagen kultiviert und unteorkrollierten Bedingungen
kryokonserviert und beil96°C in flissigem Stickstoff gelag€Masterzellbank der priméren
Keratinozyten).

Die Immortalisierungdieser primaren Keratinozyten wurde von der Firma Upcyte
Technologies GmbH durcHentivirale Transduktion mit verschiedenen, vaspcyte
Technologies empirisch ausgewahlten, wachstumsstimulierenden und die Genexpression
stabilisierenden Genen durchgefulmtStudien vorUpcyte wurde an Leberzellen gezeigt, dass
diese Methode diExpresson, der fur dieses Projekt relevanten Enzymd Transportergene
besonders gut konserviert. Eine Eignung der Methode fir Keratinozyten wurde ebenfalls
gezeigt(Levy et al, 2015) Leider wuchsen sechs der 21 Keratinozytenzelllinien nach der
Isolierung nicht an oder konnten nichtmortalisiert werden, sodass eine weitere Verwendung
nicht mogich war.

Die transduzierten Zellen wurden wieder an die Firma acCELLerate GmbH tbergeben,
welche daraufhin mittels Immunfluoreszenzmarkierung Keratinozpeaifischer Marker
sicherstellten, dass die Zelllinien ihren Ursprung in Keratinozipeyen(und nicht in z.B.
kontaminierenden Fibroblasten) und noch deren wesentliche Eigenschaften aufweisen.
AnschlieRend wurden die Zelllinien fur 25 weitere Zellverdopplungettiviert, um die
Immortalisierung der Zellen zu bestétigen.

Um mogliche spenderabhgige Unterschiede in den Entgiftungsstoffwechselwegen
der 21 KeratinozyterZelllinien zu identifizierenwurde die Aktivierung des Signalwegs fur
oxidativen Stress Uber Nrf2inter Einfluss von Diclofenac untersuchEtr den Nrf2
Aktivierungsassay wden de Zellen mit einem Reporterplasmid transient transfiziert. Das
Plasmid erméglicht eine durch Nrf2 aktivierte Expression von Luciferase in den Zellen. Nach
der Transfektion wrden die Zellen mit verschiedenen VerdinnungaerRegerenzsubstanzen
behandelt nd die Starke der Luciferase als Mal3 der dosisabhangigen Stressantwort gemessen.
Parallel dazu wird die Toxizitat der Substanzen durch Messung der metabolischen Aktivitat der

Zellen als Mal fiir deren Vitalitat bestimmit.
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4 Ergebnisse

4.1 Einfluss von UV-Licht und Diclofenac auf dieMorphologie und
die Apoptoseder Epidermis

4.1.1 UV-Bestrahlung sowielnkubation mit Diclofenac schédigen die Haut

Ziel war es ein Hautorgankulthdodell zu entwickeln, in dendie Epidermis der
Probandemurch die Nae Diclofenaczwargeschadigtvird, der gré3te Teil der Zellgedoch
vital bleibt und nichin die Apoptose geht.

Drei bis siebenmmunhistochensicheBilder der HEgefarbten Epidermison jedam
der 21Probanderwurden verblindet nach einem festgelegten Score bew@ibt 12). Die
Testungder 21Mittelwerte pro Bedingungit demKruskalWallis-Testergab eine Signifikanz
derGesamtwerte(** P < 0,01).

Der durchschnittliche Score des nicht behandelten Kontrollgewigggdei 1,3.Ein
Wert von 1 bedeutet, dass die Epidermis vollkommen intakt ist. Durch die Kultivierung tber
48h entstehen also keine nennenswerten Schadigungen hinsichtlich der epidermalen
Morphologie. Im Gegensatz dazu zeigt {B¥strahlte Epidermis eine erhdhte Anzahl
apoptotischer bzw. Sonnenbrazdllen sowiestrukturelle Veranderungen. Ein Wert im Score
System von 1,7 zeigt, dass eisgnifikante Schadigung der Epidermssattgefunderhat
(D u n maltgple comparisoest* P < 0,05).

Diclofenac weist mit einem Wert von 1,@ine etwashdhere, aber nicht signifikante,
Schadigungauf als UV-bestrahlte Epidermidm Vergleich zur Kontrolle ist die Epidermis
durch die Inkubation mit Diclofeac jedoch signifikantgeschadigt(D u n nnustiple
comparisonTest** P < 0,01) (Abb. 20).

Die Auswertungder HEFarbung fir dieeinzelnen Probanden befindet sich im
Anhang 6. Hier wiesen16 von 21 Prober(76,2%) eine erhdohte Schadigung nach UV
Bestrahlungwfim Vergleich zur KontrolleAuch unter Behandlung mit Diclofenac zeigten 17
der 21(81%) Proben eine hohere SchadiguMier Hautpoben zeigen jeweils eine gleiche
Schadigung unter UAEinflussoderDiclofenacim Vergleich zur Kontroll§UV-Behandlung:
Probandd59, 072,084, 089; Diclofenac: Probnd031,072,078,084). Lediglich Proband 61
wies tendenzielleine geringere Schadigungnter U\ABehandlung aufim Vergleich zur
Kontrolle auf. Proband 088 zeigte untdDiclofenac eine geringere Schadigun@icht
signifikant)
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Abbildung 20: Grad der Epidermisschadigung durch die Bestrahlung mit ultraviolettem (UV) Licht und
Behandlung mit Diclofenac.(a) Visualisierung der schadigenden Effekte von -Ui¢ht (300 mJ/crd) und
Diclofenac (1 mM) auf die Epidermis durch eine Hamatoxylin/Eosin (HE) Farbung inl20@ 600facher
VergroRerung. Man erkennt eine Veranderung der Struktur im Gegensatz zur Kohinsilghtlich der
Auflockerung des Gewebes, apoptotischellen/Sonnenbrand el | en und subepider mal er
Skala=100pm (200fach) bzw. 50 um (60®ach). (b) Bewertet wurde diestrukturelle Veradnderung der
Epidermisverblindet nach einem Sege mit den Werten Xfiir intakte Epidermis) bis 3 (stark geschadigte
Epidermig von zwei bis sieben Bildern pro Bedingung und Probard21, + SEM, Test aullormalverteilung
der Mittelwertedurch KolmogorowSmirnow, Test auf Signifikanz durcKruskalWallis-TestUber alle Werte
(** P < 0,01). UV-Bestrahlung und Inkubation mit Diclofenaeigten eine signifikante Schadigung der Epidermis
im Vergleich zur KontrollgdD u n mé@ltiple comparisomest* P < 0,05 bzw. ** P < Q01).
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4.1.2 Behandlung mit UV-Licht und mit Diclofenac férdert Apoptose

Durch die Farbung des Proliferationsmarkers Ki67 und durchvEdmitteltes dUTP
biotin nick endlabeling(TUNEL) sollten die Auswirkungen von UVicht und Diclofenac auf
die Epidermis hinsichtlich Prd&ration und Apoptose untersucht werden.

Die Anzahl proliferierender und apoptotischer Zellen wurden nei @is sieben
ImmurfluoreszenzbilderiiKi-67/TUNEL) fir jeden Probandeim der Epidermigyezahlt.Die
Mittelwerte der21 Probandemvurdenpro Bedingung mit dem Krusk&Vallis-Test statistisch
getestet und ergaben eine Signifikanz Yo P < 0,0001.

In der Kontrolle sind mehr proliferative und nur ver@iizapoptotische Zellen zu
erkennen** P < 0,001). AuRerdem befinden sich hier weniger apoptotische als proliferative
Zellen im Vergleich zur UV (*** P < 0,001) oder DiclofenaéBehandlung** P < 0,01).
Tendenziell nimmt die Anzahl aproliferativen Zellen im Vergleich zur Kontrollenter
Einfluss von Diclofenac alfnicht signifikant), unter UMBestrahlung bleibt sie anndhernd
gleich. Unter UV-Licht-Behandlungsteigt die Anzahl apoptotischer Zellen im Vergleich zur
Kontrolle tendenziellan, wenn auch nicht signifikariDie Behandlung mit Diclofenac zeigte
einesignifikanteZunahme apoptotischer Zellen im Vergleich zur Kontrgfte* P < 0,000).

Hier wurden mehr apoptotische Zellen gezahlt als unter_igkt-Behandlung(* P < 0,05)
(Abb. 21).

Eine Ubersicht der K67/TUNEL-Farbung aller Probanden befindet sichAnhang 6.

Hier zeigten sich im nicht behandelten Gewebe bei allen Probanden mehr proliferative als
apoptotische Zellen. Bei 12 von 21 Prol{éid,1%)nimmt die Zahl an proliferativen Zellen
unter U\-Bestrahlungm Vergleich zur Kontrolleab, bei den restlichen(@2,9%)nimmt sie

zu oder bleibt gleichAuch nach Behandlung mit Diclofenac zeigtervbh 21 Probei52,4%)

eine abnehmende Anzahl an pretdtiven Zellen im Vergleich zur Kontrolle, 1@7,6%)
hingegen eine zunehmende Anzahl.

Bei der Mehrheit der Probanden7(ion 21 81% waren unter UVLicht mehr
apoptotische Zellen vorhanden als im Kontrollgewdds. Proband 014, 031, 036 und 088
wurdenweniger apoptotische Zellen detektidei Diclofenac zeigte sich ein ahnliches Bild
18 von 21 Probe(85,7%)wiesen mehr apoptotische Zellen auf, lediglich drei Probanden (021,
078 und 08814,3% zeigten eine geringere oder gleiche Anzahl apaptotischen Zellen im

Vergleich zur Kontrolle.
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Abbildung 21: Férderung der Apoptose in der Epidermis durch die Behandlung mit ultraviolettem (UV) Licht

und Diclofenac. (@) Vi sual i si erung

v 0 nsowper apdptotischen gdriin ¥)eZellen (ir dert
Epidermis unter UMLicht-Behandlung (300 mJ/cihund DicbfenaeBehandlung (1 mM) durch die Anfarbung

des Proliferationsmarkers 67 bzw. durchTdT-vermitteltes dUTFbiotin nick endlabeling (TUNEL) in 200

bzw. 600facher VergréRerung. Negativkontrolle ohne Priméarantikdrper. TdT = Terminale deoxynucleotidyl
Transferase, dUTP = desoxyuridintriphosphat, Skal@0pum (200fach) bzw. 5Qum (60Gfach). (b) Pro
Bedingung und Proband wurden in zwei bebsin Immunfluoreszenzbildern die positiven Zellen gezahit21,

+ SEM, Test auNormalverteilungder Mittelwertedurch KolmogorowSmirnow, Test der Signifikanz mittels
KruskalWallis-Testuber alle Werte*¢** P < 0,0001). In der Kontrolle sind mehr pliferative als apoptotische

Zellen vorhanden¥ u n nmiuliple comparisonTest*** P < 0,001). Im Vergleich zur Kontrolle zeigt die

DiclofenacBehandlung die meisten apoptotischen Zelleru(n mrmalsple comparisormest**** P < 0,0001).

Unter UV-Bestrahlug entstehen weniger apoptotische Zellen als bei der Behandlung mit Diclof2rnan fi 6 s

multiple comparisoTest* P < 0,05).
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4.1.3 Der Apoptosemarker Caspase 3 wird vor allemunter UV-Bestrahlungin der

Epidermis gespalten

Durch den Apoptosemarker gespaltene Caspase 3 sollte der Apoptosesignalweg unter
UV-Licht- und DiclofenaeBehandlung untersucht werdedaspase 3 wird unter Einwirkung
von Stressoren im Rahmen der extrinsischen oder intronsischen Apoespsdten

In drei bis siebeimmurfluoreszenzbildermpro Probandenind Bedingungvurde die
Anzahl der positiven Zellen (gespaltene Caspase @&@rniiepidermiggezahlt. Alle Mittelwerte
der 21 Probandewurden mit dem KruskalVallis-Test statistisch getestet und ergabere e
Signifikanz von**** P < 0,0001.

Gespaltene Caspase 3 wird kaum in unbehandelter Haut detektiert, jedoch unter UV
Strahlung D u n mdaltgple comparisod est**** P < 0,0001). Generell wird mehr gespaltene
Caspase 3 unter UBestrahlungyeneriert als bei Behandlung mit DiclofenBcy n maltgple
comparisonTest **** P < (0,0001). Unter Behandlung mit Diclofenac wird, ahnlich zur
Kontrolle, kaum gespaltene Caspasie8ktiert(Abb. 22).

Die Auswertung demgespaltenen CaspaseFarbungfir die einzelnen Probanden
befindet sich imAnhang 6. Alle 21 Probanden i@senkeine oder eine sehr geringe Anzahl an
Zellen mit positivem Signal fir gespaltene Caspasei® Kontrollgewebe auf. Bei allen
Probanden wrde die Anzahl an positiven Zein unter U\fLicht deutlich erhéht. Unter
Behandlung von Diclofenagiesenjedoch nur 11 Proband€2,4%)eine sehr geringe Anzahl
von positiven Zellen auf, acht daver2,7%)mehr im Vergleich zur Kontrolle.

64



Negativkontrolle 200x 600x
o - -
) - -
o - - -

gespaltene Caspase 3

201 3k ok k %ok
=
)
N 151
1)
v
o
E 10+
)
(=9
| 5-
N
=
<
() - —— T —
< < g
& Q &
& N
& N

Abbildung 22 Caspase 3 wird vorwiegend unter WUBestrahlung gespalten(a) Farbung von gespaltener
Caspas@( @) i n der E plicdt¢€300miJ/sm) und DigdofenaB¥handlung (1 mM) in 20tzw.
600-facher VergréRerung. SkatalOOum (200fach) bzw. 5Qm (600-fach). Negativkontrolle ohne
Primarantikorper.(b) Pro Bedingung und Proband wurden in zwei bis sieben Immunfluoreszenzbildern die
positiven Zellen gezahliy = 21, + SEM, Test alormalverteilungder Mittelwertedurch KolmogorowSmirnow,

Test der Sigrikanz mittelsKruskalWallis-Testuber alle Werte*** P < 0,0001). Im Vergleich zur Kontrolle

wird Caspase 3 vorwiegend unter Einfluss von -Lltht gespalten [ u n nnduliiple comparisonTest

**** P < (0,0001). Die DiclofenaeBehandlung zeigt eine geriage Anzahl an positiven Zellen als unter UV
Behandlung u n maltiple comparisolest**** P < 0,0001).
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4.2 Einfluss von UV-Licht und Diclofenac auf das Entgiftungssystem
der Epidermis

Die Expressiowvon Katalase, Nrf2, Hsp70 und Hsp&Qrde nicht nur auf Proteinebene,
sondern auch auf Genebene mittels EcChR2ER bestimmt Hier wurden die Gen€AT
(Katalase), NFE2L2 (Nrf2HHSPA4 (Hsp70) und HSP90AAL (HspamMtersucht.

Zwei der 21 Proben (014 un@B8) sind in dermRNA Isolation ausgefallenDie
Konzentration und Reinheder mRNA nachIsolation fur 19 Probanden befindsich im
Anhang 4. Der Wert 260/280 gibt Ruickschlisse auf die Reinheit der isolierten RNA beztiglich
Verunreinigungen mit gDNA uridder Proteinen. Bei neer RNA liegt das Verhaltnis ca. bei
2,0.

4.2.1 Die Genexpressiondes antioxidativen EnzymsKatalase wird durch UV-
Bestrahlung herunterreguliert, die Proteinexpression jedoch erhoht

Katalase ist ein antioxidatives Enzym und schitzt die ZelleSabtradigung durch
reaktive Sauerstoffspezies. Diese entstehen durch den Einfluss w@trahfung und dem
Abbau von Xenobiotika. Durch die Untersuchung von Katalase sollten Ruckschlisse auf das
Verhalten des Rede8ystems unter Einwirkung dieser Stress@erogen werden.

Mit Hilfe der 2'®®{ Methode konnte festgestellt werden, dasterEinfluss von UV
Licht und Diclofenac eine signifikant&@nderung der relativen Genexpression von Katalase
erfolgt (KruskatWallis-Test**** P < 0,0001). Im Vergleich zur Koftrolle wird Katalase unter
UV-Licht-Behandlung 04-fach herunter bzw. unter Diclofenactendenziell (R-fach
hochreguliert( D u n muitigle comparisonTest **** P < 0,0001) Die Behandlung mit
DiclofenacoderUV-Licht zeigt einen signifikanten Unterschi€dD u nnmulbipde comparison
Test **** P < 0,0001)(Abb. 23).

Eine Darstellung der PGRrgebnisséir alle 19 Probanddpefindet sich imAnhang 5.
Lediglich Proband 021 zeigte in der Genexpresstmuenzielleine Erhohung/on Katalase
unter U\:Bestrahlung @,9-fach, nicht signifikant)ansonsten ist die Expression von Katalase

bei allen Probanden reduziert
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Abbildung 23: Genexpression des antioxidativen Enzyms Katalase in der Epidermis unter Behandlung mit
ultraviolettem (UV) Lichtund Diclofenac. Die TagMan EchtzeiPolymerasekettenreaktion (RTIPCR) wurde

mit demFast Advanced/astermix (Thermo Fisher Scientific) nach Anleituhgs Herstellerdurchgefiihrt. Die

Auswertung erfolgte durch di¢ 2*¢ Methode in Bezug auf die Expression des Haushaltsggmerinaldehyd
3-phosphatDehydrogenase (GAPDH). Es wurden Triplikate verwendet19, + SEM, Test auf
Normalverteilungder Mittelwerte durch KolmogorowSmirnow Test Uberpriifung der Signifikanz mittels
KruskatWallis-Test iiber alle Werte*¢** P < 0,0001). Unter UV-Licht (300 mJ/cr) wird Katalase 0,4ach

herunter, unter Diclofenac (1 mM) tendenziell Bf&ch hochreguliertunnés mul t i Peste*™*R ompar i s
< 0,000).

Ein anderes Bild zeigt sich jedoch auf ProteinebeneDie Intensitat der
immunhistochemischen Farbudgr Katalaséexpressiorwurde inzweibis sieben Bildern pro
Bedingungund Probandnittels derSoftware ImageJ 1.54q sechs definieen Bereicherpro
Bild gemessennd auf dieKontrolle normalisiertDie Testung aller sechs Werte pro Bild von
21 Probanden ergab mit dem Kruskdhllis-Test eine Signifikanz vohP < 005.

Im Gegensatz zur Genregulation zeigt siehder Untersuchung der Proteinexpression
unter UV-Bestrahlungeine signifikante Erhéhung von Katalase um 1,3%a(n maltple
comparisornmest* P < 0,05). Die Expression bei Behandlung mit Diclofemsteim 4,6%hdher
jedoch nicht signifikan€Abb. 24).

Eine Darstellungder nicht normalisierten Werteler quantitativen Auswertung der
immunhistochemisam Farbung fur alle21 Probanden befindet sich idlinhang 6. Proband
006, 051, 059, 072 und 079 zeigen in der Kontrolle eine vermehrte Immunreaktivitdt von
Katalase.

Es ist aufféllig, dass unter Behandlung mit Diclofenac Katalase sowohl in deralden
auch Proteinexpression eine sehr individuelle Regulation innerhalb der Probanden zeigt.
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Abbildung 24: Erhdhung der Proteinexpression des antioxidativen Enzyms Katalase in der Epidermis durch
ultraviolettes (UV) Lichtund Diclofenac. (a) Immunhistochemische Farbung von Katalase unter Einfluss von
UV-Licht (300 mJ/cr) bzw. Diclofenac (1 mM) in 200bzw. 606facher VergroRerung. Skala = 10t (206

fach) bzw. 5Qum (600fach). Negativkontrolle ale Primarantikdrpertb) Pro Bedingung wurde bei drei bis

sieben immunhistochemischen Bildern in sechs definierten Bereichen pro Proband die Intensitat der Fluoreszenz
mittels der Software ImageJ 1.52g gemessen;21, + SEM, Test auflormalverteilungder Einzelwertedurch
KolmogorowSmirnow,Test der Signifikanz mittelsruskalWallis-Testuber alle Werte*¢** P < 0,0001). Unter
UV-Licht-Behandlung wird die Expression von Katalase um 1,3% erhdlot if nrmiuléple comparisonTest

* P < 005), unterDiclofenac um 4,6%00 u n maltiple comparisoestnicht signifikant).
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4.2.2 Der Transkriptionsfaktor Nuclear factor erythroidderived 2like 2 wird
sowohl auf Gen als auch Proteinebene unter UM.icht und Diclofenac
hochreguliert

Nrf2 ist einer der wichtigstenfranskriptionsfaktoren. Er schitzt die Zelle vor
oxidativem Stressindreguliert die Expression wichtigantioxidative und detoxifizierende
Proteine, wie z.B. Phase Il Enzymi&eshalb wurde die Gemnd Proteinexpression von Nrf
untersucht.

Die Triplikate der TagMan EchtzeRCR wurden mit Hilfe de2'®®¢ Methode
ausgewertet und mit deKruskalWallis-Testauf Signifikanz tberpruft™*** P < 0,0001).

Die Genexpression von Nrf2 wird durch tBéstrahlung 0,2ach hochreguliert
( D u nnmuidipte comparisonTest* P < 005), durch die Behandlung mit Diclofenac fath
(**** P < 0,0001)Diclofenac zeigt im Vergleich zu UVicht eine hdhere Genregulation von
Nrf2 ( D u nnmuliipte comparisoiest **** P < 0,0001)Abb. 25).

Eine Darstellung der PGRrgebnissaller 19 Probandehefindet sich imAnhang 5.
Proband006 zeigte eine verminderteNrf2-Genexpressiomm Vergleich zur Kontrolleunter

Behandlung mitJV-Licht undDiclofenac, ebenso Probaf&9.
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Abbildung 25: Genexpression desuclear factor erythroid-derived 2-like 2 (Nrf2) in der Epidermis unter
Behandlung mit ultraviolettem (UV) Lichtund Diclofenac. Die TagMan EchtzeiPolymerase&ettenreaktion
(RT-PCR) wurde mit denfrast Advancedastermix (Thermo Fisher Scientific) nach Anleitutes Herstellers
durchgefihrt.Die Auswertung erfolgte durch dié®*$ Methode in Bezug auf die Expression des Haushaltsgens
Glycerinaldehye3-phosphaDehydrogenase (GAPDH). Es wurden Triplikate verwendet19, + SEM, Test

auf Normalverteilungder Mittelwertedurch KolmogorowSmirnow Test Uberprufung der Signifikanz mittels
KruskalWallis-Testiiber alle Werte*¢** P < 0,0001). Unter UV-Licht (300 mJ/crd) wird Nrf2 0,2fach@u nn 6 s
multiple comparisormest* P < 0,05) und durch Behandlung mit Diclofenac (1 mM)-fach © u n Mmaltple

comparisonTest**** P < 0,0001) hochreguliert.
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Auf Proteinebene zeigte sich eidlenliche Regulation von Nrf2 wie auf Genebdbie.
Intensitat derimmurreaktivitat wurde in zwei bis sieben Bildern pro Bedingungnd pro
Probandmittels derSoftware ImageJ 1.52q sechs definieen Bereichen gemessen und auf
die Kontrolle normalisiertDie Testung aller sechs Werte pro Bild von 21 Probanden ergab mit
dem KruskalWallis-Test eine Signifikanz vort** P < 0,0001

Auch hier wird Nrf2 unter UWBestrahlung und Diclofenaokubation vermehrt
exprimiert. Durch UV-Bestrahlung zeigsich ein Ansteg der Immunreaktivitdivon 17,9%
(D u n maltgple comparisofest** P < 0,01) im Vergleich zur KontrolleDiclofenacbewirkt
ebenfalls eine héhere Immunreaktivitdin 9,9% (D u n muldple comparisorirest nicht
signifikant) im Vergleich zur Kontroll¢Abb. 26). Die Behandlung miDiclofenacoderUV-
Licht zeigt auch auf Proteinebene emesignifikanten Unterschied( D u n muditiple
comparisonrest **** P < (0,0001)

Im Anhang 6 befindet sichdie Auswertungnicht normalisierter Ergebnissker Nrf2
Farbung aller 21 Probanden
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Abbildung 26: Erhéhung der Proteinexpression dasuclear factor erythroid-derived 2-like 2 (Nrf2) in der
Epidermis durch ultraviolettes (UV) Lichtind Diclofenac.(a) Visualisierung der Immunfluoreszenzfarbung von

Nrf2 unter Einfluss von UM.icht (300 mJ/cr) und Diclofenac (1 mM) in 26tbzw. 606facher VergroRRerung.

Skala= 100pum (206fach) bzw. 50um (60Gfach). Negativkontrolle ohne Primarantikorpéy) Pro Bedingung

und Proband wurde bei drei bis sieben Immunfluoreszenzbildern in sechs definierten Bereichen die Intensitat der
Fluoreszenz mittels der Software Imaged 1.52q gemessel, + SEM, Test aufNormalverteilungder
Einzelwertedurch KolmogorowSmirnow, Testung der Signifikanz mitteksruskalWallis-Testiber alle Werte

(**** P<0,000). Unter U\:Licht wird die Expression von Nrf2 um 17,9% erhdbty n méltiple comparison

Test** P < 0,01, unter Diclofenac um 9,9%0(u n maltple comparisoestnicht signifikant).
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4.2.3 Das HitzeschockproteinSystem wird auf Genebene vor allem durch
Diclofenac hochreguliert

Hsp70 und Hsp90 sindMitglieder des Hitzeschockprote®ysems und nehmen
Einfluss auf Homoostase, Proliferation, Differenzierung und Apoptose der Zgdesind
verantwortlich fir die Faltung neu synthetisierter Proteinand Interaktion mit
signaltransduzierenden Proteinddeshalb gibdie Untersuchunglieser Htzeschockproteine
einen Aufschluss Uber die Reaktion der Epidermis auf Stressoren wliégcbiMund Diclofenac.

Die Triplikate der TagMan EchtzeRCR wurden mit Hilfe der2'®®¢ Methode
ausgewertet undsowohl fir Hsp70 als auch Hsp9@it dem KruskatWallis-Test auf
Signifikanzlber alle Wertéiberpruft(jeweils**** P < 0,0001).

Die Genexpression von Hsp70 und Hsp90 zeigt unterLigkit- und Diclofenae
Behandlungeine dhnliche Regulation, wobei Hsp90 dkch starker exprimiert wird. Bei
Bestrahlung der Epidermis mit UMcht erfolgte eine0,8-fache Erhéhung dgBenexpression
vonHsp70(D u n maltgple comparisodest** P < 0,01), sowie einezwar héhergabernicht
signifikante 0,5-fache Erhdhung derisp90 Genexpressiotunter Einfluss von Diclofenac
erfolgte sowohl fur Hsp70, als auch Hsp90 die groRere Erhéhung der Genexpression im
Vergleich zur UVBestrahlung (jeweil® u n maillsple comparisormest**** P < 0,0001).
Vergleicht man dieAnderung der Genexpression unter Einfluss von Diclofenac mit der
Kontrolle, lasst sich sowohl fur Hsp70 als auch Hsp90 eine eindeutige Hochregulation
feststellen. Hsp70 wirdb,1-fach und Hsp90 B4-fach erhoht(jeweils D u n nnéuliple
comparisonTest**** P < 0,0001)(Abb. 27).

Im Anhang 5 befindet sich eine genaue Auswertung der Ech2€R fur Hsp70 und
Hsp90 aller 19 Probandeidier ist zu erkennen, dastie Genexpression voRIsp70 im
Vergleich zur Kontrolleunter Diclofenadei allen Probanden, auf¥roband006, erhohist.

Die Genexpressiomei DiclofenaeBehandlungist auch im Vergleich zur U\Behandlung
immer hoher,nur bei Proband078 nicht. In Bezug auf die Kontrolle wirdHsp90 unter
Diclofenac immer vermehrt exprimietind zeigt auch eine hohe@enepression als unter
UV-BehandlungBei acht von 19 Proben wird Hsp8@ter U\:Bestrahlungm Vergleich zur

Kontrolle vermindert exprimiert.
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Abbildung 27: Genexpression der Hitzeschockproteine 70 und 90 (Hsp70 und 90) in der Epidermis unter
Behandlung mit ultraviolettem (UV) Lichtund Diclofenac. Die TagMan EchtzeiPolymerase&ettenreaktion
(RT-PCR) wurde mit denfrast Advancedastermix (Thermo Fisher Saitific) nach Anleitungles Herstellers
durchgeflhrt.Die Auswertung erfolgte durch dié%*§ Methode in Bezug auf die Expression des Haushaltsgens
Glycerinaldehye3-phosphaDehydrogenase (GAPDH). Es wurden Triplikate verwendet19, + SEM, Test

auf Normalverteilungder Mittelwertedurch KolmogorowSmirnow Test Uberprifung der Signifikanz mittels
KruskalWallis-Testiiber alle Werte*** P < 0,0001). (a) Unter UV-Licht (300 mJ/cr) wird Hsp70 0,8fach
hochreguliertD u n mélt§ple comparisonTest** P < 0,01). Im Vergleich zur Kontrolle wird unter Behandlung
mit Diclofenac (1 mM) die Genexpression von Hsp70 signifikant erhohtf§8/iD u n méltple comparison
Test **** P < (0,0001). (b) Im Vergleich zur Kontrolle wird unter Behalmhg mit Diclofenac auch die
Genexpression von Hsp90 signifikant erhoht (FaghD u n maltiple comparisomest**** P < 0,0001).
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4.2.4 Die Proteine Hsp70 und 90 werden unter UM.icht vermehrt und unter
Diclofenc-Behandlung vermindert exprimiert

Die Intensité derImmunfluoreszenzvurde inzwei bis sieben Bildern pro Bedingung
und Probananmittels derSoftware ImageJ 1.52q sechs definieen Bereichen gemessen und
auf die Kontrolle normalisierDie Testung aller sechs Werte pro Bild von 21 Probanden ergab
sowohl fur Hsp70 als auch Hsp90 mit dem Kruskélllis-Test eine Signifikanz von
*k P <(0,0001

Betrachtet man die Proteinexpression von Hsp70 und 90 zeigt sich nach UV
Bestrahlung ein ahnlids Bild wie in der Genexpression. Hsp®k@d im Vergleich zur
Kontrolleum 15,2%vermehrt exprimiert) u n maltgple comparisof est* P < 0,05). Hsp0
zeigt ebenfalls eine tendenziell h6here ExpressiérPo, nicht signifikant Die Behandlung
mit Diclofenac wirkt jedochandersauf die Proteinexpression als auf die Genexpressian
Vergleich zur Kontrolle wird Hsp70 nur um 1,0% hochreguliert und Hsp90 sogar um 9,9%
herunterreguliert (jeweildD u n nml8ple comparisorrest**** P < 0,000). Sowohl bei
Hsp70 als auch Hsp90 zeje Behandlung mit UM.icht eine signifikant andere Regulation
als die mit Diclofena¢Abb. 28, nachste Seitp

Im Anhang 6 befindet sich ein€&rgebnisUbersicht der Hsp70 und Hsp90 Farbung fiir

jeden einzelnen Probanden (nicht normalisierte Werte).

Abbildung 28: Erhéhung der Proteinexpression der Hitzeschockproteine 70 und 90 (Hsp 70 und 90) in der
Epidermis durchultraviolettes (UV) Licht.(a, b) Visualisierung der Immunfluoreszenzfarbung von Hsp 70 und

90 unter Einfluss von U\Licht (300 mJ/crf) bzw. Diclofenac (1 mM) in 200bzw. 600facher VergroRerung.

Skala = 10Qum (20Gfach) bzw. 50 um (608ach). Negativkotrolle ohne Priméarantikorpefc, d) Pro Bedingung

und Proband wurde bei drei bis sieben Immunfluoreszenzbildern in sechs definierten Bereichen die
Immunreaktivitat mittels der Software ImageJ 1.52q gemessen21, + SEM, Test auflormalverteilungder
Einzelwertedurch KolmogorowSmirnow, Testung der Signifikanz mitteksruskatWallis-Testlber alle Werte
(jeweils **** P < 0,000). Durch U\-Bestrahlung wird die Expression von Hsp70 um 15,24 (n malsple
comparisonTest* P < 0,05), von Hsp90 uni5,0% erhohtld u n maltiple comparisormestnicht signifikant).

Hsp70 zeigt durch die Behandlung mit Diclofenac eine um 1% erhéhte Proteinexpression, Hsp90 zeigt eine um
9,9% verminderte Expression im Vergleich zur Kontrolle (jewdilsu n nriuttiple comprison Test

**% P <0,000).
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4.2.5 Hsp90 zeigt von allen untersuchten Entgiftungsproteinen die starkste
Genregulation

Die Abb. 29 zeigt die Zusammdassung derEinzelwerte fir die Gen und
Proteinexpression aller Proband@ fur Gen, 21 fur Proteinexpressiohjnsichtlich der vier
untersuchten Entgiftungsparameter Katalase, Nrf2, Hsp7CtHsp@l0. Der Ubersicht halber
wurde auf die Darstellung uridberprifungder einzelne Signifikanzen verzichteDetails
kénnen den vorherigen Abbildungen entnommen werden.

Unter UV-Bestrahlungsind die Genexpression vardsp/0 und die Proteinexpression
von Nrf2 am starksten hoceguliert. Den deutlichsten Effekt zeigt jedoch Hsp@@hder
Behandlung mit Diclofenadiier erfolgendie drastischstelochregulatiorder Genexpression
im Vergleich zu den anderen Paramet@nd eine Runterregulation der Proteinexpressam
Hsp9Q
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Abbildung 29: Ubersicht der Gen und Proteinexpression von Katalase, Nrf2, Hp90, und Hsp70 in der
Epidermis unter Behandlung mit ultraviolettem (UV) Lichtind Diclofenac. Diese Grafiken dienen da
Uberblick Der Ubersicht halber wurde auf die Uberprifung und Darsiglkinzelner Signifikanzen verzichtet.
Diese kdnnen den vorangegangenen Grafiken entnommen weiddricht = 300 mJ/cry Diclofenac = 1 mM.

(a) Zur Untersuchung der Genexpression wurdel@igMan EchtzeiPolymeraseKettenreaktion (RIPCR) mit

dem Fast AdvancedMastermix (Thermo Fisher Scientific) nach Anleitudgs Herstellerslurchgefiihrt. Die
Auswertung erfolgte durch dié ®°¢ Methode in Bezug auf die Expression des Haushaltsgens Glycerinaldehyd
3-phosphatDehydrogenase (GAPDH). Es wurden Triplikaterwendet n=19, + SEM.(b) Zur Analyse der
Proteinexpression wurden von Katalase immunhistochemische und von NofZ) Hsd 90 immunfluoreszenz
Farbungen angefertigt. Pro Bedingung und Proband wurden drei bis lsiebanfluoreszenzbilder aufgenommen
und die Intensitat der Fluoreszenz jeweils in sechs definierten Bereichen mittels der Software Imaged 1.52q

gemessem = 21, + SEM.
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5 Diskussion

Die Hautbildet die &uRere Barriere des Korpers und bietet dem Organismuiz 8ch
Pathogenensowie chemischen unghysikalischenEinflissen.Die Epidermis bildet die
aulRerste Schicht und ist somit direkt den Einfliissen der Umwelt ausggsdiesteht zu mehr
als 90% aus Keratinozytemd sorgt mittels Kollagen und elastisoHeasern fir die Elastizitat
und Reil3kestigkeit der HaufFritsch, 20@; Prokschet al, 2008) Die Epidermisbesteht aus
vier Schichten, welche den Differenzierungsstadiem KeratinozytenentsprechenDem
Stratum basalg(Basalzellschicht)dem Stratum spinosun(Stachelzellschichf)dem Stratum
granulosum(Kornerschicht) undlemStratum corneunfHornschicht)Fritsch, 2004)

5.1 Einfluss von UV-Licht und Diclofenac auf die Morphologieund
die Apoptoseder Epidermis

5.1.1 Kultivierungsbedingte MorphologischeVeranderungen der Epidermis

Die Kultur der Hautbiopsien wurdgerumfreinachK | e s z c ungRiEshkrj 2012
durchgefuhrt. K| e s z ¢ mngl Eschker zeigen dass erste kulturbedingte strukturelle
Veranderungen 48 Stunden nach Beginn der Hautorgankulfinetan. Diese Anderungen
zeigten sich u.a. durch kondensierte Zellen bzw. Kondensation des Nuklecch
subepidermale Spaltbildungowie durch eine diinner werdende Epidergoptosenarker
(gespaltene Caspase 3) und apoptotische Zailegererst 72 Stunden nach Beginn der Kultur
signifikant an Nach 72 Stunden fand auch eine Anderung des Gleichgewichts zwischen
proliferativen und apoptotischen Zellen statt. et al. zeigten 2007, das humane Kopfhaut
unter serumfreien Bedingungen mehr als zwei Wochen kultiviert werden kann. Nach 120
Stunden jedochahmerdie Dicke der Epidermis ab uktyperkeratosen zu. Auf3erdem wurden
weniger als 1% proliferative Zellen detektiert, dafiir abhehr apptotische Zellen.

Ziel des Projektes war es, ein Hautorgankulodell zu etablieren, in welchem die
Haut unter Einfluss von verschiedenen Stressarendestens 48 Stunden vital bleiliiie
kulturbedingte Schadigung sollte dabei minimal seodass dakontrollgewebeantaktist und
eine eindeutige Schadigung des gestressten Gewebes nachgewiesen werdan ketirom
praparationsinduzierten Stresal erholen ruhten die Hautstanzen fir 24 Stunden im
Kulturmedium. Danach wurden sie mit L\icht bestrahltund weitere 24 Stunden kultiviert

bzw. flir 24 Stunden mit Diofenac inkubiert.Die Auswertung dermorphologischen
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Epidermisveranderung durch einen Score mit den Werten 1 (intakte Epidermis) bis 3 (stark
veranderte Epidermis) ergab fur d¢ientroll-Haut 1,3(Abb. 20). Dies bedeutet, dassir eine
minimale strukturelle Veradnderung der Epidermis allein durch Higutorgankultur
stattgefunden hat. Dieses Ergebnis stimmt mit 8eobachtungewon K| e s z cung Es Kk i
Fischertberein, auch sie hattesine beginnende Veranderung nach 48 Stunden erfelsst.
konnte somit ein Hautorgankultitodell etablieren, in welchem die Haut vital bleibt und nur
eine sehgeringekulturbedingte Grundschadigung der Epidermis auftritt. Dies ist wialtny

die Auswirkungen der stressinduzierten Schadigung beurteilen zu kénnen

5.1.2 Einfluss von UV-Licht auf die Morphologie der Epidermis

UVB- und UVA-Strahlung konnen der Haut erheblich&chadenzufugen. Die
kurzwelligereUVB-Strahlung(290-320 nm)wird teilweise wn der Atmosphéarezw. in der
menschlichen Hut durch die Hornschicht absorbiededoch kann die Strahlung die Haut
penetrieren und die Epidermis schadigénkurzwelliger die Strahlung, desto energiereicher
ist sie.UVB-Strahlungst hauptsachliclverantwortlich fiir die Entstehung von Sonnenbrénden
und Hautkrebslurch Schadigung der DN@oldsmith, 1991; Slominski, 1998; Slominskid
Wortsman, 2000)UVA- ist langwelliger als UVBStrahlung(320-400 nm)und penetriert
besser die AtmosphargVA-Licht gelangt tiefer in die Haut und erreicht sogar die Dermis.
Biologisch ist diese Form der Strahlupglochnicht so aktiv wie UVBStrahlung tragt aber
dennah zur Schadigung der Habei (Berneburget al, 2000)

Durch Behandlung der Haut mit UhMcht treten sogenannte Sonnenbratallen auf.
Sie stellen eine spezielle Form der Apoptoseuddrzeichnen sich dur@&inengeschrumpften,
kondensierten und pyknotischen Zellkesowie ein homogenisiertes, verkleinertasd
eosinophileZytoplasmaaus(Danielset al, 1961; Dannaind Horio, 1987; G Murphyet al,
2001) Studien arMausen zeigten SonnenbraBdllen schor8 Stunden nach U\Bestrahlung
mit einer maximalen Anzahl zwischen 24 undSt8ndenAuch in humaner Epidermis treten
Sonnenbrandellen bereitsvereinzelt kurz nach der Bestrahlung auf, vor allem durch UVB
Licht (Bayerl et al, 1995) Bernerdund Asselineaul997 beobachteten in menschlicher
Epidermis 24Stunden nach U\Bestrahlung eine deutliche histologische Veranderung der
Keratinozyten Auch ich konnte eine Zunahme an Sonnenbrzietlen 24 Stunden naclV-
Bestrahlung im Vergleich zur Kontrolle feststell&¥ie genau Sonnenbraitkllen entstehen
ist noh nicht abschlieRend geklart. Es wird jedoch vermutet, dasptsdchlichDNA-
Schaagungdafur verantwortlichst.
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Die DNA ist das Hauptziel von U\Gtrahlung(Murphy et al, 2001; Slominskiund
Wortsman, 2000ind eskdnnen sogenannte CyclobutBgrimidin-Dimere (CPD) entstehen.
Hierbei handelt es sich um dimere Fotoprodukte von zwei benachbarten Pyrimidigiagen.
et al, 200Q konnten 24 Stunden nach tBéstrahlungCPD beobachtenich habe ebenfalls in
meiner Masterarbeit einen sprunghaften Anstieg an CPD ubé$tfahlter humaner Haut nach
24 Stunden feststellen konng@tegmann2016 Daten nicht ver6ffentlicht

In meinen Ergebnissen ist eine deutlich héhere Schadigung der Epidermis durch UV
Licht im Vergleich zur Kontrolle zu erkennen (im Score ein Wert von Abb. 20). UV-
Strahlung kann sowohl direkt an der DNA wirkeals auch indirekt durch reaktive
Sauerstoffspezies (ROGjritsch, 2004; Miyachet al, 1983) Hauptsachlich tradVA-Licht
durch die Entstehung von R@8r Schadigung der Zelle b&iese freien Radikale fihren z.B.
zu DNA-Doppelstrangbriichen odd®eroxidation von Lipiden(Berneburget al, 2000)
Interessanteveise konnen aber sowohl durch UVAls auch UVBStrahlung CPD entstehen
(Mouretet al, 2006) Die DNA-Schadigung in Form von CPD tritt unter t8tfrahlungedoch
haufiger auf als oxidative Schadé+louret et al, 2006) All diese Ereignissekbnnenzur
Schadigung und im schlimsten Fall zur Apoptose d&elle fihren.ln meinem Experiment
konnte ich zeigendass UVStrahlung durch seineclsddigende Wirkung die Epidermis
morphologisch verandert. Es treten SonnenbiZelttn auf und durch die Induktion der
Apoptose beginnen die Zeh zu schrumpfen. Es kommt zur Akantholyse (Auflosung des
Zellverbandes von Keratinozyten) und die Epidermis vonbddstrahltem Gewebe scheint

aufgelockerter im Vergleich zu nicht bestrahltem Gewebe.

5.1.3 Einfluss von Diclofenac ati die Morphologie der Epidemis

Diclofenac ist eirentziindungshemmeesiund schmerzstilleres MedikamengZacher
et al., 2008) welches zurGruppe der DILiSubstanzendfuginduced liver injury gehort
(Teschke, 2018)

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Inkubation mit DiclaofienEpidermis
mehrschéadigtls UV-Bestrahlung. Es ist bekannt, dass Diahafezytotoxisch auf Leberzellen
wirkt. Wie genau der Mechanismus funktioniert ist noch nicht gelah vermutet aber, dass
sichtoxischeMetabolitean die Leberzellen heften und diese schadigenirDidro Toxizitat
korreliertein einem Experiment mider Formation von Diclofenakletaboliten(Bort et al,
1999) Des Weiteren zeigt Diclofenac eine proapoptotische Wirkung in Zellen von an akuter
myeloischer Leukamie erkrankten Patien8imghet al, 2011) sowie in der Behandlung von
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aktinischen Keratosei€ayirli et al, 2013) Hirashimaet al, 2017 konnten aul3erdemeigen,
dass DlLtassoziierte Gene nach Behandlung mit Diclofenac in humanen Keratinomgtgn
Hepatozyten vermehrt exprimiert werdé@es deutet zumindest darauf hin, dass Diclofenac
auch in der Haut toxisch wirken kénnkdeine Ergebnisse zeigen eine tliehe Zunahme von
apoptotischen und  diskeratotischen  Zellensowie eine  Veradnderung der
Epidermisbeschaffenhdim Sore ein Wert von 1,%bb. 20), was die Theorie von Hirashima
et al.unterstitzen wurde. Ich vermute, dass Metabolite von DiclofenagradehHaut toxisch
wirken und sie schadigerMeines Wissens nach wurde jedoch noch die potenziell
schadlicheWirkung von Diclofenac(1 mM) in gesunder humaner Epidermis gezelgh
konnte zeigen, dass Diclofenac eine potenziell schadigéinteng hat.

Damit Diclofenac leichter in die Haut eindringen konnte, wurde es in 0,1% DMSO mit
Kulturmedium gelést, sodass die Hautbiopsien in 4 mL Lésung komplett von Diclofenac
umgeben warerDMSO ist ein organisches Losungsmittel w@hn konzentriert zytotoxisch
wirken (Maltenundden Arend, 1978; Rubin, 197%uRerdemwurde mittlerweile auch eine
retinale Toxizitat bei kleinen Mengen DMSO festgest@hilvaoet al, 2014) Die epidermale
Schadigung mitieem Wert von 1,9 im Scof8ystem kommtedochnicht van DMSO. Im
Vorwege dieses Projektes wurden hierzu Tests mit verschiedenen DMSO Konzentrationen
durchgefuhr{Daten nicht gezeigtpiese Versuche ergabensdaine Konzentration von 0,1%
unbedenklichiir das Hautorgankultuviodell ist.

5.1.4 UV-Strahlung und Inkubation mit Diclofenac fordert die Apoptose

Mit Hilfe der HEFarbung konnte optisch schon eine Veranderung der
Epidermisstruktu24 Stundemach Behandlung mit Diclofen und U\tLicht im Vergleich
zur Kontrolle festgestellt werden u.a. durch die Zunahmapaptotischen bzw. Sonnenbrand
Zellen. Durch die Markierung von DNAtrangbriichen im Zellkern mitteldT-vermittelten
dUTP-biotin nickendlabeling(TUNEL) konnteich zeigendass nach der Behandlung mitUV
Licht bzw. Diclofenc mehr apoptotische Zellgorhandenwaren als im nicht behandelten
Gewebe(Abb. 21). Bei einer Untersuchung dmman adult low calcium high temerature
keratinocyteqHaCaT) zeigten sichereitszwei Stundennach U\:Bestrahlung gschadigte
Zellen mit TUNEL-positivem Kerrundnach 24 Stunden geschrumpfte Nukiespoptotischen
Zellen mit einer maximaleAnzahl an TUNELpositiven ZelleFischeret al, 2006) Auch in

menschlicher Epidermis wurde 24 Stunden nachBg#¥trahlung eirMaximum an positiven
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Zellen beobachtesowie eine Korrelation zwischen apoptotischen und Sonnenigieh
(BernerdundAsselineau, 1997)

Wie in Abschnitt 5.1.3 schon erwahnt, zeifielofenacbehandelte Haut in meinem
Experimentin der Bewertung der Epidermismorphologie die hdchste Schadigung. Auch
hinsichtlich der Untersuchung apoptotischer Zellen zeigt dieses Gewebe die meisten
apoptotischenTUNEL-positiver) und die wenigsten proliferativen (i7-positiven) Zellen.
Diclofenac zeigt eine proapoptotische Wirkung und Inhibierung der Zellproliferatiderin
HautkrebstherapiéEberleet al, 2007) Im Gegensatz dazu fand@ayirli et al, 2013 zwar
auch proapoptotische Effekte bei der Behandlung von aktinischen Keratosen, jedoch auch eine
Erhohung des Proliferationsmarkers-&4 nach Behandlung mit Diclofenalch habe eine
Abnahme der kb7-Immunreaktivitdt beobachteBeim Abbau vonDiclofenac durch das
Entgiftungssystem des Menschen entstehen reaktive Metabolite, welche sehr schéadlich sein und
u.a. zu mitochondrialer Toxizitat, Apoptose und Schadigung varyrgen und Proteinen
fuhren konnen(Lazarskaet al, 2018; Sarkaret al, 2017) Des Weitererkorreliert die
Zytotoxizitat von Diclofenaanit der Bildung von Diclofenadetabolitenin Leberzeller(Bort
et al, 1999) Auch in Keratinozyten konnte gezeigt werden, dass fatidoziierte Gene nach
Behandlung mit [@lofenac vermehrt exprimiert werdefidirashimaet al, 2017) Diese
Zytotoxizitat von Diclofenac kanauchin meinen Experimentezu vermehrte Apoptoseund
verminderte Proliferation in der Epidermjsowie zur schlechten Morphologieigetragen
haben(Abb. 21). Ich konnte signifikant mehr apoptotische Zellen nach-BRstrahlungund
DiclofenacBehandlung in der Epidermis nachweisen.

Daruber hinaubabeich beobahtet dasslie Anzahl an proliferativen Zelleauchdurch
die Behandlung mit UVLicht tendenziellabnimmt Auch das Experiment voK| es z czy &Es k i
und Fischer, 2012zeigte eine beginnende Abnahme@&positiver Zellen nach 24 Stunden.

Lu et al, 2007, detektierten erst nach 120 Stunden weniger als 1% proliferative Zellen, daflr
aber mehr apoptotischeelflen in humaner Kopfhaut. Allerdings handelte es sich hierbei um
unbehandelte Haut, sodass die Schadigungen allein der Kulturzeit zuzuschreiberDaaren.
UV-Licht aber vor allem die DNA schadigt, u.a. durch Doppelstrangbriiche, ist es nicht
verwunderlichdass weniger proliferative als apoptotische Zellen (durch Detektion vorr DNA
Strangbriichen) vorhanden sind. Zusatzliobwirkt UVA-, UVB- und UVGCLicht eine
Erhéhung des Tumorsuppressors g&&ampbellet al, 1993; Hallet al, 1993) Dieser
Transkriptionsfaktor wird durch U\Schadigung aktiviert undfihrt u.a. zu einen

Zellzyklusarresfir die Reparatur geschadigter DNA oder Apoptose der Zell¢Ho et al,
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2019; Latonenund Laiho, 2005; Levine, 199. In Osteosarkomaellen (Knochentumer
Zellen) wurde gezeigt, dass-Bi trotz Zellzyklusarrest weiter exprimiert wifdan Oijenet

al., 1998) MeinesWissensnach wurde dies jedoch noch nicht in der Epidermis untersucht,
weshalb es fraglich ist, ob ¥7 Uberhaupt exprimiert wird, wenn z.B. CPD auftreten und der
Zellzyklus unterbrochen wird.

In meinemKontrollgewebe sind mehr proliferative und nur wenige apogche Zellen
zu erkennen. Dies weist darauf hin, dass die Haut vitaEstwurde entdeckt, dass der
Proliferationsmarker K67 allein durch die Kultivierung nicht beeinflusst wipMostalovaet
al., 2019) BernerdundAsselneau, 199/beobachteten keine TUNHtositiven Zellen imicht
behandeltem Gewebe nach 24 Stundem meinem Kontrollgewebe waren bei wenigen
Probanden vereinzelt TUNEpositive Zellen sichtbar. Das konnte der Kultivierungszeit
geschuldet sein, denaud in der HEFarbung waren im Kontrollgewebe vereinzelt
apoptotische Zellen zu erkenngkbb. 20). AuchK | e s z cund/F&shdr,i2012berichten
von einer kulturbedingten Anderung des Gleichgewichts zwischen proliferativen und
apoptotischen Zellemllerdings erst nach 72 Stunden Inkubation.

Insgesamt kankonnte ich mit der ki67 und TUNELFarbung meine Ergebnisse der
HE-Farbung bestatigen. Durch den schadigenden Einfluss seiner Metabolite zeigt Diclofenac
behandelte Epidermis morphologisch die @edd/erdnderung und auch die meisten
apoptotischen und die wenigsten proliferativen Zellen im Vergleich zubé&B#rahltem
GewebgAbb. 21).

5.1.5 Der ApoptosemarkerCaspase 3 wird vor allemunter UV-Bestrahlungin der

Epidermis gespalten

Caspase 3 gehort zu ein@ruppe CystenProteasen, welche fur dieitiierung der
Apoptose verantwortlich sinKumar, 1999) Die Apoptose verlauft durch zwei verschiedene
Wege: Denextrinsischeniiber die Aktivierung eines Todesrezeptors in der Zellmembran, und
dem intrinsischen Weg, Uber die Ausschuttuag Zytochromc aus den Mitochondrien in das
Zytosol durch z.B. DNASchéaligung oder oxidativen Stredsontrolliert wird diese Form der
Apoptosevon den antiapoptotischeroteinen BeR und Bel-X . Caspase wird tber beide
Wege aktiviert (Porter und Janicke, 1999; E. A. Sleet al, 1999) und deaktiviert
Strukturpoteine, die fur den Aufbau degtbplasmas und des KMieus verantwortlich sind.
AulRerdem hat Caspa8eeinen proapoptotischen Effekt, indem sie-Bdpaltet und somit die

Freisetzung von Zytochromaus den Mitochondrien bewirklanickeet al, 1998)
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Ich konnte beobachten, dass Caspase 3 fast ausschlief3lich durStrat\ung und
nicht durch Diclofenac gespalten wi(dbb. 22). Wie schon erwahnt, stellen Sonnenbrand
Zellen eine besondere Form von apoptotischen Zellen dar, die nur durebtrahiung
entstdhen(Danielset al, 1961; DannandHorio, 1987; G. Murpht al, 2001) Durch direkte
Einwirkung von U\tStrahlung auf die DNA entsteh@&NA-Schadigungen hauptsachlich in
Form von CPOOFritsch, 2004; Miyachet al, 1983; Moureet al, 2006) Ich gehe davon aus,
dass auch in meinem Experiment Giberwiegend CPD entstanden sind, welche zu apoptotischen
Sonnenbrandellen fihrenZellen, die ihre DNA nicht mehr reparieren kdnnen, gehen in die
Apoptose(Dannound Horio, 1987) Brennerund Gschnait, 1979fanden heraus, dass eine
geringereDNS-Reparatur von Thymindimeren kurz nach der-B¥strahlungstattfindet

Ich vermuteaul3erdemdass diese Form der Schadigung die Zelle in die Apoptose tber
die Kaskade der Caspasen flliclofenackanndiese direkten Schaden nidmervorrufen
weshalbdie Diclofenac vermittelte Apoptose Uber einen anderen Watauft Sicherlich
erfolgt nicht die Apoptose jedé&lV-bestrahlterZelle tber den Weg der Caspaséamaguchi
et d., 2006 zeigten, dass Apoptose p&Bhangig aber CaspasaiBathangig passieren kann.
P53 ist ein Transkriptionsfaktor, welcher eine wichtige Rolle bezuglichLidYt induzierter
DNA-Schadigungspielt. Er akkumuliert im Kern von U¥icht bestrahlten Hutzellen und
sorgt fur den Abbau der Zelle durch Auslésen der Apoptidsd et al, 1993; Yamaguchet
al., 2008, 2006)Ich gehe jedoch davon aus, datis meistenUV-bestrahltenZellen den
extrinsischen oder intrinsischen Apoptoseweg Uber die Spaltung von Caspase Figehen.
et al, 2008 zeigten ebenfalls eine erhdhte Spaltung €aspase 3 in HaCadellen nach UY
Bestrahlung. Auch in meiner Masterarbeit konnte ich einen signifikanten Anstieg von
gespaltener Caspase 3 nach -B¥strahlung detektierei(Stegmann, 2016Daten nicht
veroffentlicht)

Jedoch konnte ich auch einige wenigesitive gespaltene Caspas&délen nach
Inkubation mit Diclofenac sehéAbb. 22). Die Behandlung miDiclofenac fuhrtauchzu einer
erhohten Todekigand vermittelten Apoptose, allerdings wurde diesur in
Plattenepithelkarzinomen gezeigt. Hier wurdeeevermehret Aktivierung der extrinsischen
Apoptose Uber Caspase 8 undut@ parallel dazu eine Spaltung von Caspase 3 24 Stunden
nach Inkubation mit DiclofenanachgewiesenDer proapoptotische Effekt von Diclofenac
verlief hier unabhangig von p58-ecker et al, 2010; Rodustet al, 2012) Dieselbe
Arbeitsgruppe wiesberauch nach, dastie Aktivierung der Apoptosdurch Diclofenadiber

die Caspas&askade in normalen Keratinozyten weniger ausgepragt ist und keine

84



zytotoxischen Effekte zu erkennen siftbckeret al, 2007) Diese Beobachtung stimmt mit
unseren Ergebnissen tberein. Unter Behandlung mit Diclofenac kkauate eineSpaltung der
Caspase 3 festgestellt werdetafiir jedoch umso mehr nach tBéstrahlung.Daraus
schlussfolgern wir, dass ein®iclofenacinduzierte Apoptose Uber extrinsische oder

intrinsische Wege nicht oder im geringen Mal3e stattfindet.

5.2 Einfluss von UV-Licht und Diclofenac auf das Entgiftungssystem
der Epidermis

5.2.1 Die Genexpression des antioxidativen EnzymKatalase wird durch UV-
Bestrahlung herunterreguliert, die Proteinexpression jedoch erhéht

Katalase schitzt die Zelle im Zusammenspiel mit SOD vor R@BeutralisiertH.0>
bevor es der Zelle Schaden zufligen kann. Nicht nur bei regularen zellularen Prozessen entsteht
H20., sondern auch durch oxidativen Stresssgalbst z.B. von U\Strahlung durch
Generierung von ROS. Somit schitzt Katalase als direktes antiapoptotisches Protein vor
Apoptose und Mutagene¢€oyal und Basak, 2010; Sanclet al, 2003; Sepasi Tehraond
MoosaviMovahedi, 2018)

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Genexpression von Katalase unter UV
Licht runterreguliert ist(Abb. 23). Auf Proteinebene wurdéie Expression voKatalase durch
UV-Licht jedocherhoht(Abb. 24). Es ist bekannt, dass$V-Licht induzierter oxidativer Stress
durch ROS oder oxidative DNA&chaden ausgeltst wird. Hierbei spielen &aperoxid
Radikale fOz‘), Wasserstoffperoxid (#02) undHydroxyl-Radikale ’(OH) eine wichtige Rolle.
Sie richten intrazellularen Schaden an bis hin zur Apogis®wachund Blumthaler, 1993;
Kulms et al, 2002) In humaner Vollhaut wurde voRischeret al, 2013 gezeigt, dass die
Genexpression von Katalaseter U\-Bestrahlung um mehr als ditlfte abnimmt.lch konnte
bei gleicher Strahlungsintensit@iine Reduktion von etwas weniger als Héalfte (0,4fach)
beobachterDurch UV-Strahlung wird das Membranpotential der Mitochondrien gesenkt, was
auf die Wirkung von ROS zurick zu fihren ist. Es kommt zu einem Kalzium Einstrom und zur
Depolarisation der Mitochondrienmembran und FreisetzungZytochromc. Dieses setzt
wiederum die intrinsische Apoptose lUber Caspase 3 in @asgheret al, 2008) Auch
Katalase kann unter besonderen Umstanden indirekt als proapdmst Protein fungieren,
indem es Uber die Ausschittung von Zytochwaus den Mitochondrien Caspase 3 aktiviert

(Sanchoet al, 2003) Die Verringerung der Katalaggenexpression kann also veinem
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irreversiblen oxidativen Schaden und/oder Apoptose der Zelle kortiiag und Mukhtar,
2001) Jedoch konnteRischeret al.auch in der Proteinexpression von Katalkise deutliche
Abnahmeverzeichnengenau wieRhieet al, 2001, und Sandetet al, 2002 Hier wurde auch
der Zusammenhang von verminderter Katalaspression durch UNGchadigungind erhdhter
Proteinoxidation detektiertich dagegenkonnte eine signifikante Zunahmean Katalase
detektieren

Im Gegensatz zur UNBestrahlung zeigtBiclofenac keine Unterschiede zwischen Gen
und Proteinexpressipriendenziell wurden beide erhdk@eneell wies Diclofenacaber auf
beiden Ebenekeine signifikante Regulation im Vergleich zontrolle auf(Abb. 23und 24).

In diesem Projekt muss allerdings die interindividuelle Reaktion der Probanden
berticksichtigt werderZwar ist auch bei zufallig ausgewahlten Probanden die Intensitat der
Genregulation unterschiedlich bei Anwendung der selben Streg8mnererdet al, 2003) bei
den von uns ausgewahilten Probanden handelt es gartoch um genetisch mdglichst
unterschiedliche Individen. Es ist auffallig, dasslie Regulation innerhalb der einzelnen
Probanden sehr unterschiedlich (siehe Anhang5 und 6). Hier zeigenProband 006, 051,
059, 072 und 079 eine vermehrte Immunreaktivitit von Katalaseler Kontrolle.
Normalerweise findet allein durch die Kultivierung kesignifikanteAnderungder Katalase
Aktivitat statt(Vostalovéet al, 2019) jedoch weist auch diese Aitsgruppe darauf hin, die
individuelle Variabilitat der Hautspender zu beachfamch sie sahen Unterschiede innerhalb
der Spender.

Bei den Probanden 051, 072 und 079 wurde durch die Transkriptomanalyse der Firma
Labor Dr. Heidrich & Kollegen MVZ GmbHein EinzelnukleotiePolymorphismus im
KatalaseGen -262 C zu T Ersatz (rs1001179estgestellt.Es ist bekannt, dassieder
Polymorphismugzu einem héheren Katalatevelfihrt (Forsberget al, 2001; Kodydkovéet
al., 2014) Dies konnte eine mogliche Erklarung fur die erhoketalaseReaktivitatohne

Behandlung sein.
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5.2.2 Der Transkriptionsfaktor Nuclear factor erythroidderived 2like 2 wird
sowohl auf Gen als auch Proteinebene unter UM.icht und Diclofenac
hochreguliert

Nrf2 ist einer der wichtigsten Transkriptionsfaktoren x@rmeidung von oxidativen
Schéden in der Zelldurch z.B. U\VStrahlung oder Chemikalieer wird durch oxidative
Zustdnde aktivier und reguliert die Expression von wichtigen antioxidativen und
detoxifizierenden Enzymen, u.a. auch Phase Il Enz\(Belezzaet al, 2018;un€iGrigot el
Skrzydlewska, 2015)

Diclofenac zeigt in diesem Experiment eine Erh6hung der GenexpressioNrf2
(Abb. 25). Auch auf Proteinebene konnte eine tendenzielle Erhohung beobachteh,werde
allerdings nicht so signifikant wie auf GenebéAbb. 26). Diclofenacwird tber CYP3A4 zu
5-H-Diclofenac und durch CYP2C9 zu-@H-Diclofenac in Phase | der Entgiftung
hydroxyliert. Die mRNA von CYP2C9 und CYP3A4 konnte in humaner Epidermis
nachgewiesen werdéBaronet d., 2008; Oesclet al, 2018; Yenget al, 2003) Der weitere
Abbau von Diclofenac fuhrt u.a. zu DiclofeaaylGlucuroniden, welche andere Proteine
transacylieren oder glykieremd zur Entstehung von andereaktiven unaxidativen Spezies
beitragenkénnen. Somit stellen Diclofenddetabolite auch eine Art von ROS datie
oxidativen Stress auslosen. Dies wudikerh6hte Genexpression von Nrf2 erklgreaNrf2
namlich hauptsachlich durch oxidative Zustdnde aktivierd ( G n g artd 8kkzydlewska,
2015; Lazarskat al, 2018; Tonelliet al, 2018)

Nur zwei Probanden zdign durch die Behandlung mit Diclofenac eine verminderte
Genexpression von Nrf2 im Vergleich zur Kontrol(giehe Anhang 5). Durch die
Transkriptomanalyse der Firmlaabor Dr. Heidrich & Kollegen MVZ GmbHonnte ein
EinzelnukleotidPolymorphismus im CYP2C%en (rs1057910)bei Proband 006 und im
CYP3A4Gen (rs2740574) bei Proband 059 festgestellt werdefs ist bekannt, dass
Polymorphismen im CYP2C9 Gen zu einer langsameren Metabolisierung von Diclofenac in
der Leber fuhrer{Crespiund Miller, 1997; Oesclet al, 2018; Yamazaket al, 1998) Zur
Metabolisierung in der Epidermis gibt jeslochnoch keine Studien

Im Gegensatz zur Inkubation mit Diclofenac zeigl/-Bestrahlung eine weniger hohe
Genexpressigndafir aber eine hhere Proteinexpression Nrf2 (Abb. 25 und 26). Wie
schon erwéhnt wirkt UMStrahlung hauptséchlich direkt Gber die DMurphy et al, 2001,
SlominskiundWortsman, 2000)ind strahlemduzierte Schadung der DNA tritt 6fter auf als
oxidative SchaderfMouret et al, 2006) Da Nrf2 hauptsachlich fir die Vermeidung von

oxidativen Schaden in der Zelle zustandig ist, ist es nicht verwunderlich, dass die Anderung der
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Genexpression nicht so stark ansterge die nach Diclofenatnkubation.Dennoch schitzt
Nrf2 die Keratinozyte vor UV/ROSinduzierten Schade(rian et al, 2011) Kokot et al,
2009 sahen in Keratinozyten 2 Stunden nach Bestrahlung mit-Ligi& einen drastischen
Ruckgang der NrfZnRNA. Nach 24Stunderwar die Menge an mRNA jedoch wieder erhéht.
Ahnliche Ergebnisse erzielte diese Arbeitsgruppe auch beim HautorgasWoldetl. Auch
ich konnte 24 Stundenach U\(Bestrahlung im Vergleich zur Kontrolle eine erhthte Nrf2
Gen und Proteinexpression beobachte

Nrf2 initilert die Transkriptionwichtiger antioxidativer Enzyme, wie z.B. Katalase
( Gn g ondSkiizydlewska, 2015Dennoch sehe ich weder eine gemeinsame, Geoh eine
gemeinsame Proteinexpression. Dies ist wahrscheinlich auch der individuellen Regulation
innerhalb der Probanden geschuldet.

5.2.3 Das HitzeschockproteinSystem wird auf Genebene vor allem durch
Diclofenac hochreguliert

Hitzeschockproteine sind Chaperomesichedie Faltung vorProteine unterstitzen.

Bei neu synthetisierten Proteinen erfolgt zudem eine Uberprifung der Zusammensetzung und
Struktur. Sind Proteine fehlerhaft, wird deren Abbau veranlasst. Hsp70 nimmt dadaurch
Einfluss auf dieProliferation, Differenzierung und Apoptose der Zelber Zyklus von Hsp70

kann auchkan andere Chaperone gekopgeli z.B. Hsp9QMayerund Bukau, 2005)

Hsp70und 90werdenkontinuierlich in humaner Epidermiszw. in Keratinozyten
exprimiert(Edwads et al, 1991; Nordlind, 2002; Trautinget al, 1993) Auch ich konnte
eine Expression von Hsp70 und 90 im Kontrollgewebe beoba¢htdn 28). Es ist jedoch
auffallig, dass viele Patienten schon im Kontrollgewebe eine hohe Expression von Hap70 ode
90 zeigen(siehe Anhang5 und 6). Hsp90 wird zwar kontinuierlich in Keratinozyten
exprimiert, jedoch wird es auch durch Sauerstoffmangel indyareriVunden, in diesem Fall
die Biopsierdnderzu schlieRen und Gewebe zu regeneri¢dagaprakasket al, 2015) Aus
diesem Grund wurden die Biopsien auch nach der Entnahme fir 24 Stunden ruhen gelassen,
damit sie sich vonpraparationsinduzierteStress erholen kénnen.

Matsudaet al, 201Q zeigten in Mausen, dastsp70 die Epidermis vor UVHRicht
induzierten Schaden durch seine antiinflammatorische und antiapoptotische Wirkung, sowie
durch Verhinderung von DN/&chaden, schitzK | e s z cet 3,081k beobachteteim
humanen HautorgankultiModell, dass UVStrahlung die Genund Praeinexpressiorvon
Hsp70 erhdéhtAuch ich konnte die Ergebnisse vBn e s z cet al. Est&tigen. Sowohl die
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Gen als auch Proteinexpression von Hsp70 war nachBdstrahlung erhéhin Vergleich
zum Kontrollgewebe Hsp90 zeigt eine ahnlich&egulation wie Hsp70, was fir ein
Zusammenspiel der beiden Proteee UV-Bestrahlungprechen wirdéAbb. 27 und 28) Im
Gegensatz dazu zeigtbtori et al, 2008 eine Reduzierung der Hsp®0oteinexprssion nach
UV-Bestrahlung.

Auch durch Diclofenac wird die Genexpression von Hsp70 und 90 erhdht, sogar noch
signifikanter als bei UM.icht BestrahlungAuf Proteinebene wird Hsp70 nach Behandlung
mit Diclofenac um 1% mehr exprimiefAbb. 27 und 28) Durch vermehrte Expression von
Hsp70 in der Magenschleimhaut wird eine Schadigung durch Diclofenac verlfialeakaet
al., 2007) Ich denke, dass dies auch in der Epidermis geschieht. Diclofenac zeigt histologisch
die meiste Schadigung und auch dmeisten apoptotischen Zellen. Deshalb ist es nicht
verwunderlich, dass Hsp70 zum Schutz der Zelle hochreguliert wird. Dassebectfiir die
UV-BestrahlungAllerdings wird laut meiner quantitativen Auswertung der Immunfluoreszenz
Hsp90 auf Proteinebem sogar vermindert exprimier{Abb. 28). Diclofenac ist ein
antiinflammatorisches Medikamenivelches Cyclooxigenase 1 und 2 hemmt und dadurch
Prostaglandirvermittelte Entztindungsprozesse verhindétenet al, 2006; Tanget al,

2007; Zacheeet al, 2008) Ich vermute, d keine Entziindungsprozesse entstehen, dasd
aniinflammatorischeHsp90 zum Schutz der Zelbluch nicht hochregulierDiese Aussage

steht allerdings im Kontrast zu den vorherigen beschriebenen Effekten deru@en
Proteinexpression von Hsp7€owie der Genexpression von Hspfne weitere Erklarung

ware, dass Hsp90 und auch Hsp70 verbraucht werden und deshalb auf Proteinebene nicht in so
hohem Male wie auf Genebene detektiert werden kénnen. Diclofenac zeigt eine hdhere
Schadigung der Epidermis als t\tht, weshalb mehr Protein zur Schadensbehebung
gebraucht und die Genexpression von Hsp70 und Hsp90 hoéher reguliert wird. Diese Proteine
werden dann verbraucht und kénnen auf Proteinebene nicht mehr in dem Mal3e wie auf
Genebene detektiert werden. Unter -B¥strahlung werden Hsp70 und 90 nicht so stark
berdtigt und verbraucht wie nach DiclofenBehandlungMeines Wissens nach gibt es bis
jetzt noch keine Untersuchungen bezuglich der Wirkung von Diclofenac auf Hsp90.

Der Grund, warum Diclofenac einen grol3eren Einfluss auf die Regulation der
Genexpression von Hsp70, Hsp90 und auch Nrf2 Kéatnte sein, dasdie Proben fur 24
Stunden mit Diclofenac inkubiert wundeder Stressor also permanent vorhanden war.
Bestrahlt wurden die Proben hingegen nur einmal mitLli¥it und wurden dann fur weitere

24 Stunden im Inkubator kultiviert. Wahrend dieser Zeit ksshrondie Regeneration der Haut
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eingesetzt habeks wurde jdoch gezeigt, dass sich das Gemd Proteinlevel von Hsp70 nach
UV-Bestrahlung innerhalb von 48 Stunden nach der Bestrahlung kaum@ridiérte s z etz y (s k i
al., 2015) Ich konnte in meiner Masterarbeit zeigen, dass 48 Stunden nadbeblxahlung

sogar eine Erhéhung der Gen und Proteinexpression von Rggtffihdet(Stegmann, 2106,

Daten nicht veroffentlicht

5.3 Fazit und Ausblick

UV-Licht und Diclofenachabeneinen nicht zuunterschatzendekinfluss auf das
Entgiftungssystem ddrumanerEpidermis.Vor allem die Inkubation mit Diclofenac schadigt
die Morphologie der EpidermiBiese Stressoregrhthen die Apoptose und unter Einfluss von
UV-Licht findet eine vermehrte Spaltung des Apoptosemarkers Ga3zatt.\Vor allem bei
der Regulation des ankimlativen Proteins Katalase muissen jedoch spenderabhangigen
Reaktionen beachtet werdeDie Genexpression von Nrf2, Hsp70 und Hsp90 wird sowohl
durch U\tLicht als auch Diclofenatnkubation erhdht, wobei Diclofenac einen deutlicheren
Effekt zeigt als W-Licht.

Zusammenfassend kann man sagen, d#igslicht und Diclofenacsich fur die
Untersuchung von Detoxifizierungswegen im humanen Hautorgardbdell sehr gut
eigenen

Vor allem bém antioxidativen EnzyniKatalase hat man die individuelReaktionder
21 genetisch unterschiedlichen Spender gesehen. Hier kdnnten in weiteren Experimenten
andere antioxidative Enzyme, wie z.B. Superoxiddismutase (SOD) oder Glutathionperoxidase
(GPx), untersucht werdeom die ndividuelle Reaktion der Spender zu bestatigen.

Im néchsten Schritt missen au3erdemididikahmen dieses Projektes von der Firma
acCELLerate GmbHgenerierten Zelllinien hinsichtlich der in dieser Arbeit untersuchten
Parameter getestet werden. Der Vagyl desex vivoHautmodells mit den Zelllinien dient der
Aussagekraft des geplanten Toxizitaissays. Je hoher die Ubereinstimmung, desto hoher die
Aussagekraftdes Assays fur den Menschenvivo. Dieser Vergleich bietet aul3erdem die
Mdoglichkeit Komplettgewebe mit Einzelzelllinien von identischen Spendern in grol3er Anzahl
zu vergleichen und Ruckschlisse auf die Relevanz der Zelllinie oder des Hautorgankultur
Modells zu zieherzZuletzt werden dann bis zu flinf reprasentative Zelllinien und entsprechende
Entgiftungswege ausgesucht, welche einen deutlichen Einfluss auf die spenderindividuelle

Sensitivitat haben. Aus diesen funf Zelllinien wird am Ende der Toxizktssay hergestellt.
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Anhang

Anhang

Anhang 1: Ethikvotum vom 02.05.2017 (AZ 16193).

UNIVERSITAT ZU LUBECK Ethik-Kommission

Vorsitzender:

Herr Prof. Dr. med. Alexander Katalinic
Universitat zu LUbeck

Stellv. Vorsitzender:

Herr PD Dr. med. TW Fischer Herr Prof. Dr. med. Frank Gieseler
Klinik fur Dermatologie
im Hause

2
J,an_l_s‘&

Geschiftsstelle:

Frau Dr. phil. Angelika Hippe
Tel.: +49 451 500 5121
ethikkommission@uni-luebeck.de

Aktenzeichen: 16-193
Datum: 02. Mai 2017

Sitzung der Ethik-Kommission am 04. August 2016, lhre Nachreichung vom 24. April 2017
Antragsteller: Herr PD Dr. med. TW Fischer

Titel: Etablierung und Validierung einer toxikologischen Hochdurchsatz-Technik von chemischen Substanzen
an genetisch-definierten immortalisierten Keratinozyten unter Verwendung eines ex-vivo-Vollhautmodells

(KeraTox)

Sehr geehrter Herr Fischer,
vielen Dank flr die Nachreichung der tiberarbeiteten Unterlagen vom 24.04.2017.

Folgende Unterlagen wurden jeweils in einer Version 02 vom 20.03.2017 nachgereicht und gepriift:
- Aufklarungsbogen Patient 1x ,formated”, 1x ,tracked"
- Einverstandniserklarung 1x ,formated*; Einverstandniserklarung (Version 02) 1x ,tracked"

Die Kommission nach der Beriicksichtigung folgender Hinweise keine Bedenken gegen die Durchfiihrung
der Studie:

- Zu Beginn der Studieninformation und nicht erst unter Punkt f ist die Freiwilligkeit der Teilnahme
anzusprechen.

- Unter Punkt h der Studieninformation wird davon geprochen, dass eine Probandenversicherung
abgeschlossen wird, im Basisformular unter 3.8 wird der Abschluss einer solchen Versicherung zugunsten
der Studienteilnehmer / -teilnehmerinnen verneint. Bitte Aussage im Aufklarungsbogen Kkorrigieren.

- Zur Steigerung der Lesbarkeit des Textes (vor allem S. 2) sind Satze mit einer Lange lber 4 Zeilen zu teilen
und Schachtelsatze zu vermeiden.

- Ersetzen Sie ,Einverstandnis” durch das jusitisch korrekte Wort ,Einwilligung®.

Uber alle schwerwiegenden oder unerwarteten und unerwiinschten Ereignisse, die wéhrend der Studie auftreten, muss die Kommission
umgehend benachrichtigt werden.

Die érztliche und juristische Verantwortung des Studienleiters und der an der Studie teilnehmenden Arzte bleibt entsprechend der
Beratungsfunktion der Ethikkommission durch unsere Stellungnahme unberiihrt.

Mit freundlichem Gruf3

Prof/. . med. Alexander Katalinic
Vdréitzender
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Anhang 2: Check-Liste zur Probandenrekrutierung und zur Uberprifung von Ein- und
Ausschlusskriterien sowie zum Erfassen von personlichen und epidemiologischen

Daten.

Familienname:

Geburtsdatum:
Stral3e: Hausnr.:
FestnetaNr.:
Rauchverhalten ] Ja [Jo s
[Jo s
[] Nein
Einnahme von |:| Ja Welche?

Vorname:
Alter:
PLZ, Ort:
Mobil-Nr.:
Zigaretten pro Tag

Zigaretten pro Tag

Medikamenten

|:| Nein

Gesundheitszustand |:| Gesund

[[] Erkrankungen liegen vor ~ Welche?

Alkoholkonsum [Jia [Jo 1
o 1
|:| Nein

Drogenkonsum |:| Ja

[ Nein

Nehmen Sie derzeit an anderen Studien teil?

Bier (0,5 1025IppoeTag O 1
Bier (0,5 1) oder O1

[] sa
|:| Nein

Datum Aufklarungsgespréch:
Bemerkungen:

Blutentnahmé&Hautentnahmeurch:

Name, Vorname

Datum Blutentnahme:

Datum, Unterschrift
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Anhang 3: Aufklarungsbogen und Einverstandniserklarung fir Patienten zur Blut- und
Hautprobenentnahme.

UK
SH

UNIVERSITATSKLINIKUM Schleswig-Holstein

') UNIVERSITATSKLINIKUM
Schleswig-Holstein

Campus Lubeck

Institut fur Entzindungsmedizin
Leiter: Prof. Dr. med Diamant Thagi

Campus Lubeck Ratzeburger Allee 160 23538 Liibeck

Aufklarungsbogen fur den Patienten

(Version 03;11.03.2019)
Sehr geehrte Studieninteressentin, sehr geehrter Studieninteressent,

wir mochten Sie im Folgenden tber den Sinn und das wissenschatftliche Ziel der Untersuchung, zu der
wir Sie um eine Blutabgabe und eine Gewebeprobe der Haut bitten, infornBéteriesen Sie diese
Patienteninformation sorgfaltig durch. Ihr Arzt wird mit lhnen auch direkt Uber die Studie sprechen.
Bitte fragen Sie lhren Arzt, wenn Sie etwas nicht verstehen oder wenn Sie zusatzlich etwas wissen
mochten.

1. Allgemeine Informationen:
Titel der Studie:

Etablierung und Validierung einer toxikologischen HochdurchEathnik von chemischen Substanzen
an genetiscliefinierten immortalisierten Keratinozyten unter Verwendung einesvivex
Vollhautmodells

Akronym: KeraTox

Verantwortlicher Leiter:

Prof. Dr. med Diamant Thagi

Leiter Institut fur Entziindungsmedizin

Wenn Sie Fragen zu dieser Untersuchung haben, wenden Sie sich bitte an Ihren behandelnden Arzt oder
an den wissenschaftlichen Leiter der Untersuchung:

Behandelnder Arzt: Wissenschatftlicher Leiter d
HerrProf. Dr. med. Diamant Tha{ Untersuchung:

Studienleiter Herr Prof. Dr. med. Diamant Thagi
Exzellenzzentrum Studienleiter

Entziindungsmedizin Exzellenzzentrum Entziindungsmedizi

Universitatsklinikum Schleswig Universitatsklinikum Schleswigfolstein
Holstein Campus Libecl Campus Lubeck, Ratzeburger Allee 16

Ratzeburger Allee 160 23538 Lubeck
23538 Liibeck Tel.: 0451/50041601
Tel.: 0451/50041601 Fax: 0451/50011604

Fax: 0451/50041604
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2. Informationen zur Studie

a) Zweck der Untersuchung:

Aus der Literatur und der klinischen Erfahrung ist bekannt, daf3 ein nicht unerheblicher Teil der
Bevdlkerung an Storungen des Hautaufbaus, z.B. Patienten mit trockener Haut und
Barrierefunktionsstérung im Rahmen von atopischem Ekigddet. Ebenso leiden groRRe Teile

der i mmer alter werdenden Bev©°l kerung an Ha
Haut krebsfi, der haupts?2chl i ch -Strahlung kerucsaclet | e b e |
wird. Eine altersbedingte Abnahme der antiokidan Schutzsysteme in der Haut und UV
induzierter oxidativer Stressowie Schaden der Erbsubstanz sind wesentliche Faktoren fir die
Entstehung des Awei Cen - bnawenk Platénspahelkarzinomd.e m B a
Meidung von Sonnenstrahlung, Schutzratu Kleidung Hute, Kopfticher, Mutzen und
Verwendung von Sonnenschutzcremes sind bislang die einzigen -$eh#ipien zur
Vermeidung von Hautkrebs. Die Untersuchung der dabei ablaufenden Vorgange in der Haut
sowie Etablierung und Uberpriifung von neued innovativen SchutStrategien stehen aber

seit langem aus und sind daher von hoher Bedeutung.

Ein weiterer Aspekt von Schaden an der Haut sind die Einflisse von -bedéfis nicht
berufsbedingten Allergien oder Irritationsekzemen an der Haut, die dlelgene oder
irritierende Substanzen hervorgerufen werden. Hier gibt es direkt und stark schadigende
Substanzen (z.B. hoherprozentige Sauren, Laugen) oder indimektisch und teils
unterschwellig schadigende Substanzen, die erst bei Langzeitkomgedthtidigende Wirkung
entwickeln (z.B. Seifen, Alkohole, Desinfektionsmittel, Reinigungsmittel, Lésungsmittel)
sowie die grof3e Gruppe der Substanzen, die Allergien hervorrufen (z.B. Nickel,-Kiobalt
Chlorid, KaliumChromat). Ebenso wie gegen tBédinge Schaden an der Haut gibt es auch

fur die Schadigung durch Allergene und irritierende Substanzen Abwehd
Entgiftungssysteme in der Haut, die teils den Schutzsystemen dantyort ahneln, teils aber

auch eigene Systeme besitzen. Die qualitative \&imk®it dieser Systeme kann von Mensch

zu Mensch sehr verschieden sein, sodass beispielsweise zwei verschiedene Personen in einer
gleichen beruflichen Tatigkeit, bei der Kontakt mit irritierenden Substanzen stattfindet,
unterschiedlich starke Schutzantwartbrer Haut aufweisen kénnen. Dies ist vergleichbar mit
der Entgiftungsfunktion der Leber, die bei unterschiedlichen Menschen ebenfalls
unterschiedliche Entgiftungsfahigkeiten besitzt.

Gerade aber in der Haut sind diese Unterschiede der Entgiapgsitat bislang nicht
bekannt, sodass diesbezuglich ein groRer Forschungsbedarf besteht, die Entgytiege

der Haut in der breiten Bevolkerung zu charakterisieren und dies auf genetischer und
funktioneller Ebene zu untersuchen. Die Relevanz des Forgshiajektes ist sehr hoch, da die
Schaden bei schlecht entgiftenden Hautschutzsystemen fiir das betroffene Individuum nicht nur
starke personliche Krankheitseinschréankungen verursachen, die bis hin zum Berufswechsel oder
zur Berufsunfahigkeit fuhren kénnesgndern auch volksind gesundheitswirtschaftlich durch

lange Arbeitsausfélle und medizinische Behandlung im Rahmen der berufsgenossenschaftlichen
Versorgung immense Kosten verursachen, die noch tiber den Kosten fiir Hautkrebs liegen.

In dem vorliegenden Forschungsprojekt soll daher ein genetisch mdglichst breit sich
unterscheidendes Probandenkollektiv von 100 mannlichen Individuen, die im besten Fall die
genetische Vielfalt der deutschen und europdaischen Bevolkerung darstellt,werfbgshetisch

auf diese EntgiftungSysteme der Haut untersucht werden. Um die Gene fur die
Entgiftungssysteme zu finden, mul3 eine Blutprobe entnommen und untersucht werden. Nach
Bestimmung der Gene wird von einer genetisch charakterisierten repréasernithtteegruppe

von 30 der 100 Probanden anschlieend eine Hautprobe gewonnen werden. An dieser
Hautprobe werden im Labor fur Haarbiologie, Melatonin und Photodermatologie der
Experimentellen Dermatologie der Hautklinik Libeck die Entgiftungsprozesse ddr Hau
untersucht. Ein zweiter Teil der Hautprobe wird an die Forschung$ Entwicklungsfirma
acCELLerate geschickt, die darauf spezialisiert ist, aus Hautgewebe einzelne Zellen zu
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b)

gewinnen, die eine stabile Langlebigkeit besitzen. Ein Teil dieser Zelldrdawm wieder an

das Labor fir Haarbiologie, Melatonin und Photodermatologie der Experimentellen
Dermatologie der Hautklinik Lubeck geschickt, um an diesen Zellen dann gleiche
Untersuchungen wie an den Hautproben durchzufihren, um die Entgiftungsproeesse d
Hautzellen mit denen der vollstandigen Haut zu vergleichen.

Der andere Teil der Zellen wird parallel bei der Forschungsd Entwicklungsfirma
acCELLerate auf &hnliche Entgiftungsmechanismen untersucht. Die Stressantwort in den Zellen
wird durch ca. 2(Referenzsubstanzen (z.B. Nickelsalze, Captafol, Methylacrylat) ausgeldst.
Aus den gesamten Erkenntnissen soll ein standardisiertes und kommerziell anbietbares Zell
basiertes Toxizitat estsystem entwickelt werden. Dies soll dazu dienen, anhand eirtes rela
einfachen Testsystems die schadigende Wirkung von Substanzen zu testen, bevor diese in
Kontakt mit dem Menschen kommen.

Ablauf der Untersuchung und Umgang mit Blutprobe und Gewebe:

1) Blutabnahme

Nach mindlicher Aufklarung durch den Arzt/die Arztimd ausreichender Bedenkzeit
(mindestens 24 Stunden) und lhrer anschlieBenden mundlichen und schriftlichen
Einverstandniserklarung zur Teilnahme an der Untersuchung wird zundchst ein Termin fir die
Erhebung lhrer persdnlichen Daten und die Blutabnahmaniert. An persdnlichen Daten

erfassen wir Vor und Familiennamen, Geburtsdatum, Adresse, Telefonnummer,
Rauchver hal ten (O 5 Zigaretten pro Tag), ei
Gesundheitszustand, -WhniktohopkonEaggs £10) Lo ®ee m®
Wein (0,25l)) sowie eventuellen Drogenkonsum. Wenn Sie alle Einschlul3kriterien erfullen,
entnehmen wir nach-thaliger Hautdesinfektion der Ellenbeuge durch Kanilenpunktion der
Armvene 2 Roéhrchen Blut in der Menge von ca. 7 ml. Ndeh Blutabnahme wird die
Punktionsstelle mit einem Pflaster abgedeckt. Damit ist der erste Teil der Untersuchung
abgeschlossen.

2) Verschliisselung der Blutproben und Bestimmung der Gene fir die Entgiiysgsne der

Haut

Nach Entnahme lhrer Blutprobendidiese mit einem Numme«@ode von 001 100 versehen,

damit lhre Anonymitat in Bezug auf die Probe bei Weitergabe an die anderen
Kooperationspartner in diesem Projekt gewahrt wird. Die Zuordnung lhrer persénlichen Daten
zu den NummentCodierungen der Btproben sind nur durch das arztliche und Assistenz
Personal in der Hautklinik der Universitatsklinik Libeck mdglich. Die Blutproben werden
einmal pro Woche an die Forschungsid Entwicklungsfirma acCellerate geschickt, dort
gesammelt und dann der GAnalyse zugefuhrt.

Fur die GepAnalyse werden ca. 150200 Gene festgelegt, die die Stoffwechselwege, die bei
der Entstehung und Abwehr schadigender Reaktionen in Hautzellen eine Rolle spielen,
moglichst vollstdndig abdecken. Diese Gene unterscheiden siokhjebei verschiedenen
Menschen und bedingen dadurch unterschiedliche Fahigkeiten in den Entgiftungsprozessen der
Haut. Um mdglichst alle Menschen in ihrer Verschiedenheit dieser Entgiftungsfahigkeiten
abzubilden, werden daher von 100 analysierten Blugar@® ausgewahlt, die sich in ihren Gen
Profilen moglichst stark unterscheiden. Die Numrr@oudes dieser 30 ausgewahlten
Blutproben werden dann an das Labor fir Haarbiologie, Melatonin und Photodermatologie der
Experimentellen Dermatologie der Hautklinikitheck tbermittelt. Dort werden Uber die
Codierungsliste der Blutproben die Namen der betroffenen Probanden ermittelt und diese fir
die Entnahme der Hautprobe kontaktiert.

3) Hautprobenentnahme

Da zwischen Blutabnahme und Zeitpunkt der Hautprobenentnaikma Bi 5 Monate liegen
konnen, wird die spezifische Aufklarung zur operativen Entnahme der Hautprobe zu diesem
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d)

Zeitpunkt miindlich und schriftlich durch den Arzt/die Arztin durchgefiihrt. Nach schriftlicher
Einverstandniserklarung zur Hautprobe durch\8iel ein Termin zur Hautprobenentnahme
vereinbart. Die Hautprobe wird von der Gesaf3haut (rechts oder links frei wahlbar) entnommen.
Am Tag der Entnahme wird die Gesalihaut wie folgt vorbereitet: das Entnahmeareal wird 3 Mal
desinfiziert. Danach erfolgt dimjektion von ca. 3 5 ml eines ortlichen Betdubungsmittels
(Lokalanasthetikums). Dieses kann am Anfang etwas brennen. Nach etd@ Sekunden
beginnt die Wirkung der Lokalanasthesie. Sollten Sie bereits einmal auf ein Lokalanasthetikum
allergisch reagirt haben, ist die Teilnahme an der Gewebespende nicht moglich (bitte sprechen
Sie dies gegenluber dem Prufarzt rechtzeitig an). Zur Gewinnung der Probe aus der GesalRhaut
erfolgt dann mittels Skalpell die Entnahme eines kleinen Gewebestiickes von ca,5ldinx 1
GrofRe. Nach der Gewebeentnahme wird die Haut mit 2 bis 3 N&hten verschlossen. Dann wird
die Naht mit 3 bis 4 sterilen Verbandsstreifen abgedeckt. AnschlieRend erfolgt ein steriler
Abschlu3verband mit einer Kompresse und einem selbstklebenden Vélibandsine
Kontrolle der Operationswunde wird nach 14 Tagen durchgefuhrt und das Fadenmaterial
gezogen.

Das entfernte Gewebe wird anschlieRend im Lab&r Haarbiologie, Melatonin,
Photodermatologieder Kilinik fir Dermatologie, Venerologie und Allergoleg des
Universitatsklinikums Schleswiblolstein, Campus Libeck weiterverarbeitet. Ein Teil wird
unter experimentellen Laborbedingungen kultiviert und dann weiter untersucht. Hierzu wird das
Gewebe nach der operativen Entfernung in spezielle Nahrmediafetiart. Der andere Teil

wird an den Kooperationspartner acCELLerate geschickt, der aus der Haut eine Einzelzellkultur
herstellen wird.

Auftraggeber und/oder Geldgeber:

Diese Studie wird durch Mittel einegIM-Kooperationsprojektes (Forderprogramm des
Bundesministeriums fiir Wirtschaft und Energie) finanziert.

Risiken der Untersuchung:

1) Blutabnahme

Die Risiken der Blutabnahme im Rahmen des vorliegenden Projektes entsprechen den
allgemeinen Risiken ein&outineBlutentnahme wie Sie auch z.B. bei Ihrem Hausarzt erfolgt.
Die Punktion der Vene kann einen kurzen Schmerz verursachen, der bei guter Durchfihrung
minimal ist. Durch die 3nalige Desinfektion vor der Punktion wird ein mdgliches
Infektionsrisiko mhimiert. Nach der Blutentnahme erfolgt eine Kompression der
Punktionsstelle. In seltenen Fallen kann es dennoch zur Blutergussbildung kommen. Andere
Risiken wie eine Entziindung der Vene sind bei kurzer Punktion duf3erst selten.

2) Hautprobenentnahme

Die Risiken der Entnahme der Hautprobe werden von lhrem betreuenden Arzt vor lhrer
Einverstandniserklarung ausfuhrlich mit Ihnen besprochen. Im Folgenden beschreiben wir
lhnen schriftlich, welche Risiken bestehen:

Die Gewebegewinnung @it auf freiwilliger Basis speziell fir den Forschungszweck im
Rahmen des geplanten Projektes. Die Entnahme der Hautprobe erfolgt am Gesaf in Form einer
spindelférmigen Biopsie, weil das Gewebe des Geséaflles Ublicherweise am geringsten
schadigenden Umwelt#llissen wie UVLicht, chronischrepetitiven Reizungen, Seifen oder
Alkoholen ausgesetzt ist. Im Gegensatz dazu sind z.B. die Hande oder das Gesicht am haufigsten
diesen Umwelteinflissen ausgesetzt. Die GesélRhaut ist dariberhinaus gut fur eine Entnahme
gedgnet, weil dort ausreichend Unterhautfettgewebe und wenig Muskelspannung vorhanden
ist, um eine spannungsfreie Hautnaht zu setzen. Prinzipiell besteht bei jeder Hautprobe das
Risiko einer sich aufdehnenden Naht oder einer vergréf3erten Narbe. Durchrdibrimtaus
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f)

g9)

der GesalRhaut ist jedoch das Komplikationsrisiko einer sich aufdehnenden Naht oder einer
vergroRerten Narbenbildung auf das Bestmdgliche reduziert. Ein dritter Aspekt ist, dal3 eine
Narbe in der Gesalregion Ublicherweise eine geringe Belastsiglidada diese Narbe in der
Regel kosmetisch nicht unangenehm auffallt, da sie fur gewohnlich mindestens durch eine
Sport oder Badehose bedeckt ist.

Als allgemeine Risiken des relativ kleinen Eingriffes seien folgende Punkte erwahnt: In seltenen
Fallenkann es zu einer allergischen Reaktion auf das Lokalan&sthetikum kommen. Sollte bereits
eine solche Lokalanasthetikinvertraglichkeit bestehen, ist die Teilnahme an der
Gewebespende nicht moglich. Durch den Schnitt in die Haut ist prinzipiell der BEnomitt
Bakterien moglich, die eine Wundinfektion verursachen kénnen. Dieses Risiko wird durch die
sterile Arbeitstechnik und Desinfektion des Operationsareals weitestgehend ausgeschlossen.
Nach der Operation kann die Wunde nachbluten. Dieses Risiko wirll dime gut sitzende

Naht und die Anwendung von Verbandsstreifen und eines Kompressionsverbandes minimiert.
Als Folge der Operation wird sich im Bereich der Operationshaht spéter eine Narbe bilden.
Diese ist jedoch wie oben erwahnt in der Regel relativ figlég. Schliellich kbnnen bei dem
Operationsschnitt auch kleine Hautnerven verletzt werden, wodurch sich in diesen Arealen eine
geringfugige Empfindungsstorung entwickeln kann. Dies ware beispielsweise an der
Fingerkuppe (Tastsinn) eher problematisciethhjedoch im GesaRbereich. Das Gesamitrisiko

ist bei einer sorgfaltigen Durchfiihrung der Operation sehr gering, da es sich bei der Entnahme
der Hautprobe um einen operativen Standardeingriff, der routiniert und ohne technisches Risiko
durchgefuhrt werdendnn, handelt. Andererseits ist die Gewebsprobe an sich relativ klein, so
daR das Einzelrisiko einer Wundinfektion, Nachblutung oder Nervenstdrung ebenfalls als sehr
gering einzustufen ist.

Es entstehen keine aul3erordentlichen Risiken im Zusammenhangr iéreendung lhres
Gewebes fur Forschungszwecke.

Nutzen fir den Patienten

Fur Sie ergibt sich durch die Teilnahme an der Studie kein unmittelbarer Nutzen. Da die Studie,
fur welche Sie Ihr Gewebe zur Verfligung stellen, der Erforschung der Regelmecimanisme
Schutz der Haut unter Sonnenlichteinstrahlung und oxidativem Stress dient, tragen Sie zur
Aufklarung der Natur von Hautschadigung bei und haben mdglicherweise mittelfristig durch
die Erkenntnisse der Untersuchung auch einen persénlichen Nutzen, Sienrzu
Hautproblemen neigen oder in einer beruflichen Tatigkeit sind, bei der Sie mit potentiell
hautschadigenden Substanzen/Chemikalien Kontakt haben.

Freiwilligkeit der Teilnahme:

Die Teilnahme an der Untersuchung ist freiwillig.

Rucktritt:

Siekbnnen jederzeit die Zustimmung zur Blatler Gewebeentnahme auch ohne Angabe von
Griunden bis zum Beginn der Blutentnahme oder Operation zuriickziehen. Eine Ablehnung hat
keinen Einfluf3 auf die Qualitat der medizinischen Versorgung.

Das Einverstandnis zMerwendung lhres Blutes oder Gewebes zu Forschungszwecken kdnnen
Sie jederzeit zurickziehen, auch nach der Entnahme des Blutes oder des Hautgewebes. Es
entstehen Ihnen dadurch keine Nachteile im Hinblick auf die Behandlung oder Ihr Verhéltnis
zu Ihrer/Ihem behandelnden Arztin bzw. Arzt.
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Nach Beendigung lhrer Teilnahme werden keine weiteren Daten von Ihnen erhoben. Ihre
bisherigen Daten werden unwiderruflich anonymisiert., d.h. Sie kénnen nicht mehr anhand der
Daten identifiziert werden.

h) Hinweis auf Abschluss (oder Nichtabschluss) einer Patienten/Probandenversicherung:

Eine Probandenversicherung speziell fiir diese Studie wird nicht abgeschlossen.

3. Datenschutzrechtliche Informationen

a) Verantwortlicher deDatenverarbeitung

Fur die Datenverarbeitung verantwortlich ist der Studienleiter / Untersucher

b) Zweck der Datenerhebung

Die Datenerhebung erfolgt zum Zweck des oben genannten Forschungsvorhabens.

c) Art der erhobenen Daten

Es werden Daten wi€eburtsatum, Geschlecht und Entnahmeort des Gewebes erhoben.

d) Datenverarbeitung

Ihre Daten werden in pseudonymisierter Form, d.h. ohne direkten Bezug zu lhrem Namen,
elektronisch gespeichert und ausgewertet.

e) Einhaltung deDatenschutzbestimmungen

Die Bestimmungen des Datenschutzgesetzes werden eingehalten.

f) Zugangsberechtigte zu den personenbezogenen Daten

Zugriff auf lhre Daten haben nur Mitarbeiter der Studie. Diese Personen sind zur
Verschwiegenheit verpflichtet. Diaten sind vor fremden Zugriff geschiitzt.

(Wenn Daten an Dritte aufRerhalb der Studie weitergegeben werden, muss dieser Personenkreis
benannt werden.)

Q) Zeitpunkt der Loschung/Vernichtung/Anonymisierung der Daten

Die personenbezogenen Daten werden nacteidben des Studienzielslam Ende des
Forschungsvorhaben, spatestens jedoch nach 10 Jahren anonymisiert, soweit gesetzliche
Vorgaben nicht l&Angere Archivierungspflichten vorsehen. Unabhangig davon haben Sie ein
personliches Recht auf Loéschung der Studiesrdand Vernichtung des Materials.
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4. Biomaterialien/genetische Daten

Verwendete Materialien:

91 Blutprobe
1 Hautgewebe von der GesalRhaut

5. Entschadigung

Nachdem eine Blutprobe von lhnen abgenommen wurde, erhalten Skesérndsentschadigung von
20-0 .

Nachdem eine Gewebeprobe aus Ilhrer GesalRhaut gewonnen wurde, erhalten Sie eine
Aufwandsentschadigungvon 3@d. pr o Bi o-pisiRei sk o3@enent séh2adigun

Wenn Sie die oben genannten EinzelheitedeuUntersuchung verstanden haben und sich weiterhin
zur Teilnahme bereiterklaren, lesen und unterschreiben Sie bitte die beigefiigte Einverstandniserklarung.
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=3 UNIVERSITATSKLINIKUM
Schleswig-Holstein

Institut fur Entzindungsmedizin
Direktor: Prof. Dr. med. D. Thagci

s H Campus Lubeck

UNIVERSITATSKLINIKUM Schleswig-Holstein

Campus Liibeck Ratzeburger Allee 160 23538 Lubeck

Einverstandniserklarung
(Version 02; 29.3.2017)

Titel der Studie:

Etablierung unalidierung einer toxikologischen Hochdurchsaechnik von chemischen Substanzen
an genetiscldefinierten immortalisierten Keratinozyten unter Verwendung einesvivex
Vollhautmodells

Akronym: KeraTox

Ich wurde von Herrn/Frau ..........ccccvvveiiiieccceeeeeeee Uber die Zielsetzung der Studie aufgeklart.
Das im Rahmen der Studie nach meinem Einverstdndnis entnommene Blut und Gewebe wird
anschliel3end fir weitere Untersuchungen im Institut flr Entztindungsmedizin des Universitatsklinikums
ScHeswig-Holstein, Campus Libeck verwendet. Die Untersuchungen dienen der Erforschung der
Schadigung der Haut durch Mcht und oxidativem Stress. Dazu wird die Haut in verschiedene Stlicke
eingeteilt, welche dann in verschiedenen Untersuchungsbedingundgerbémkultiviert werden. Ein
anderer Teil des von lhnen entnommenen Hautstiickes wird an den Projektpartner acCELLerate in
Hamburg geschickt. Aus diesem Teil werden Einzelzellen zur Herstellung einer Zellkultur gewonnen,
die eine stabile Langlebigkeit besj um einerseits in weiteren Experimenten auf gleicher funktioneller
Ebene die EntgiftungBrozesse der Zellen zu untersuchen und andererseits die Zellkulturen fir ein
kommerziell anbietbares Zddasiertes Toxizitatg estsystem zu entwickeln.

Mir entsténen keine Belastungen, Risiken oder Gefahren, wenn ich mich einverstanden erklare, daf3 das
entnommene Gewebe fir weiterfiihrende Untersuchungen verwendet wird.

Ich hatte Gelegenheit, alle mich interessierenden Fragen zu stellen.

Ich bin dartber aufgeklartial? ich meine Zustimmung zur Bluind/oder Gewebeentnahme jederzeit
auch ohne Angabe von Griinden bis zum Beginn der Blutabnahme bzw. Operation zurtickziehen kann.
Eine Ablehnung hat keinen Einflu® auf die Qualitdt meiner weiteren medizinischen Versorgung.

Das Einverstandnis zur Verwendung meines Blutes oder Gewebes zu Forschungszwecken kann ich
jederzeit zurtickziehen, auch nach der Entnahme des Blutes oder des Hautgewebes. Es entstehen mir
dadurch keine Nachteile im Hinblick auf die Behandlung oder meirhaltnis zu meiner/meinem
behandelnden Arztin bzw. Arzt.
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Die mich betreffenden Daten, die im Zusammenhang mit der Studie erhoben werden, unterliegen dem
Datenschutz und werden nicht an Dritte weitergegeben.

Ich stimme der Teilnahme an dieser Untersughun

Name des Studienteilnehmers in Druckschrift

Unterschrift des Studienteilnehmers Datum

Unterschrift des Arztes Datum
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Anhang 4: Ergebnisse der mRNA Isolation.

Patientenprobe Konzentration mRNA ng/uL | 260/280
P004 Kontrolle 23,8 2,09
P004 UV 31,6 2,10
P004 Diclofenac 37,5 1,86
P006 Kontrolle 15,0 2,10
P0O06 UV 56,8 2,11
P006 Diclofenac 77,3 2,11
P021 Kontrolle 93,6 2,07
P021 UV 82,6 2,12
P021 Diclofenac 83,7 2,07
P026 Kontrolle 26,3 2,12
P026 UV 70,3 2,10
P026 Diclofenac 44,0 2,11
P027Kontrolle 14,2 2,00
P027 UV 90,4 2,05
P027 Diclofenac 86,7 2,06
P031 Kontrolle 65,9 2,07
P0O31 UV 40,5 2,09
P031 Diclofenac 7,4 1,92
P036 Kontrolle 44.8 2,08
P0O36 UV 57,4 2,14
P036 Diclofenac 7,2 1,73
P044 Kontrolle 40,8 2,16
P044 UV 59,0 2,09
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P044 Diclofenac 35,6 2,16
P046 Kontrolle 67,8 2,06
P0O46 UV 61,8 2,11
P046 Diclofenac 27,3 2,13
P049 Kontrolle 40,2 2,06
P049 UV 67,7 2,07
P049 Diclofenac 73,2 2,01
PO51 Kontrolle 56,8 1,99
P0O51 UV 82,4 2,00
PO051 Diclofenac 116,8 2,08
PO59Kontrolle 24,6 1,97
P0O59 UV 62,4 2,08
P059 Diclofenac 61,0 2,04
P064 Kontrolle 101,5 2,10
P064 UV 125,1 2,10
P064 Diclofenac 106,9 2,09
P0O72 Kontrolle 31,3 2,11
PO72 UV 105,3 1,87
P072 Diclofenac 97,3 2,08
P0O78 Kontrolle 63,6 2,12
PO78 UV 93,5 2,06
P078 Diclofenac 120,8 2,09
P0O79 Kontrolle 64,4 1,98
PO79 UV 94,3 2,10
P079 Diclofenac 83,6 2,12
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P084 Kontrolle 98,6 2,11
P084 UV 35,6 2,12
P084 Diclofenac 65,8 2,07
P089 Kontrolle 20,9 2,21
PO89UV 62,2 2,16
P089 Diclofenac 67,3 2,13
P096 Kontrolle 42,5 2,10
P096 UV 47,5 2,09
P096 Diclofenac 101,9 2,09
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Auswertung der EchtzeitTagMan-PCR.

Anhang 5

Katalase

P021 Katalase

P006 Katalase

P004 Katalase

9,
e,
%,
s,
%,
@
,
2,
G,
o)
%
r T T 1
E- - o ]
Sunsepuy dyaej-x 2anepPI
9,
e,
%,
H \«N\
* @
*
®
x
-4 \@\
g I
*
*
*
P
)
%,
)
%,
T T T 1
£ - o ]
funiapuy ayaej-x 2AnTPI
?
b
# (4
*
#*
% 3
* NQ
*
*
L)
$e6
%
lv
I T T 1
° - ~ =

Suniopuy 3YdEy-X 2ANERL

P031 Katalase

P027 Katalase

P026 Katalase

I
-] - o C

SUNIPUY YITY-X IARTPI

ok

*
EES

r T
-3 - o

SUNIIPUY IYIVJ-X AT

I T T
6 4 2

SUNIPUY YITY-X IARTPI

0-

P046 Katalase

P044 Katalase

P036 Katalase

D>
“%
7,
\%\
K
1,
%,
%,
(7
%
I T T 1
-] -~ o <
Suniopuy 2yaej-x dAnepPI
%,
y,
x %,
* K72
*
1,
*
*
*
*
%,
“,
(
%
r T T 1
b= - o )
Sunmpuy dyaej-x aanepPa
D>
“%
7,
%,
K
1,
o
*
*
%,
%,
(7
%
I T T 1
-] -~ o <

Suniapuy AYaL-X ARTPA

P059 Katalase

P051 Katalase

P049 Katalase

%
* z.\Q
* %,
b %
M
b 7
H 2
*
*
4
*
2,
)
Z,
(7
%
I T T 1
b g o <
Suniapuy aydej-x danepPI
2
e,
%,
»* “,
; %,
* (g
#*
# X/
¥ ?
*
*
4
¥
2,
)
s,
0,
%
I T T 1
E-1 - o ]
Sunmppuy dyaej-x 2anepPa
D
“,
“,
%,
2
1,
2,
)
Z,
(7
%
I T T 1
b g o <

SunIpuy AYIL-X ARTPI

105



P078 Katalase
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Anhang

Nuclear factorerythroid-derived 2like 2(Nrf2)
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Anhang

P078 Nrf2

P072 Nrf2

P064 Nrf2
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Anhang

Hitzeschockprotei7O (Hspr0)
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Anhang

P078 Hsp70

P072 Hsp70

P064 Hsp70
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Anhang

Hitzeschockprotein 90 (Hsp90)
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Anhang 6: Auswertung der immunhistochemischen und mmunfluoreszenzFarbungen.
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Ki-67/TUNEL Farbung
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Gespaltenedfeaved Caspase 3 (cCEéarbung
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