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Projektbezeichnung

Untersuchung der Aktivierung des stressabhangigen Transkriptionsfaktors NF-xB in
menschlichen Zellen durch UV-Strahlung unterschiedlicher Qualitat mit Hilfe der
fluoreszierenden Reporterproteine EGFP und d2EGFP

Abstract

Erhéhte Hautkrebsraten sind auf eine vermehrte Exposition grdBerer
Bevdlkerungsgruppen mit potentiell gefdhrdender UV-Strahlung, insbesondere auf
Reisen, zurlckzufihren. Daher soll eine Risikoabschatzung fir die Einwirkung von
UV-Strahlung auf den Menschen mit Hilfe eines in-vitro-Modells zur Bestimmung der
Genaktivierung ermoglicht werden. Bei der als ,UV-Antwort® bezeichneten
Schutzreaktion der Zelle auf UV-Bestrahlung werden Uber Aktivierung von
Signaltransduktionswegen und schlieBlich der Transkription spezifische Proteine
synthetisiert. Besonders interessant ist dabei das Zusammenspiel der Aktivierung
pro- und antiapoptotischer Faktoren, wie z.B. der durch zahlreiche Stressoren
aktivierte Transkriptionsfaktor Nuclear factor kB (NF-xB). Die erhdéhte Genexpression
infolge der NF-kB-Aktivierung wurde mit Hilfe der Reportergene Enhanced Green
Fluorescent Protein (EGFP) und Destabilized EGFP (d2EGFP) fluoreszenzoptisch
gemessen. Dazu wurden zunachst die Vektoren pNF-kB-d2EGFP/Neo und pNF-kB-
EGFP/Neo kloniert. In diesen Vektoren wird die Expression der Reportergene durch
einen synthetischen Promotor, der vier Kopien des NF-xB-Elements enthalt,
kontrolliert. Die beiden Vektoren wurden stabil in human embryonic kidney (HEK/293)
Zellen transfiziert. Von den stabil transfizierten Klonen wurden solche ausgewahlt,
die nach Behandlung mit dem als NF-xB-Aktivator bekannten Tumornekrosefaktor a
(TNF-a) eine erhéhte EGFP- bzw. d2EGFP-Expression zeigten. Untersuchungen der
Expressionskinetiken der beiden Reportergene zeigten, dass d2EGFP flir die
Erfassung der Hoch- und Herunterregulation der Genexpression besser geeignet ist
als EGFP. Ein geeigneter d2EGFP-exprimierender Klon wurde mit UV-Strahlung
unterschiedlicher Qualitdt exponiert. Diese Untersuchungen zeigen eine NF-xB-
abhangige d2EGFP-Expression nach Exposition mit UVA-Strahlung, wahrend UVB-
und UVC-Strahlung in biologisch relevanten Dosisbereichen keine NF-xB-Aktivierung
auslésen. Die NF-xB-Aktivierung durch UVA kénnte durch reaktive Sauerstoffspezies
verursacht sein und in der Kanzerogenese von Bedeutung sein.



