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1. Einleitung 1

1. Einleitung 
Jedes Jahr erkranken etwa 2 bis 3 Millionen Menschen weltweit an einem Hautkarzinom, 

wie etwa dem Basaliom oder dem Plattenepithelkarzinom (WHO, Jahresbericht 2004). 

Hauptursache für die Entstehung dieser Hautkarzinome ist die ultraviolette (UV-)B-

Strahlung (Fears et al., 1977), die infolge der Zerstörung der Ozonschicht weltweit 

anwächst. Die UV-B-Strahlung liegt mit einer Wellenlänge von 280 bis 315 nm zwischen 

dem kurzwelligeren UV-C (100 bis 280 nm) und dem langwelligeren UV-A (315 bis 380 

nm) und ist Teil des elektromagnetischen Spektrums. 

 

 

1.1 UV-Strahlung 
UV-C wird von dem Sauerstoff der oberen Stratosphäre oder der Mesosphäre sowie durch 

die Ozonschicht fast völlig absorbiert. Dabei spaltet die UV-C-Strahlung das 

Sauerstoffmolekül O2 in atomaren Sauerstoff, der sich mit einem weiteren Sauerstoff-

molekül zu O3 (Ozon) verbindet und so für die Aufrechterhaltung der Ozonschicht sorgt.  

UV-A ist die vorherrschende Komponente der solaren UV-Strahlung (90 bis 99 Prozent), 

da es durch das stratosphärische und troposphärische Ozon nur sehr wenig geschwächt 

wird. Es durchdringt sowohl die Epidermis als auch die Dermis (Abb. 1.1) und wird 

aufgrund seiner längeren Wellenlänge kaum von den Biomolekülen absorbiert. Allerdings 

scheint es trotzdem an der Hautkarzinogenese beteiligt zu sein bzw. diese sogar initiieren 

zu können (Sterenberg und van der Leun, 1990; Kelfkens et al., 1991; Stary et al., 1997; de 

Laat et al., 1997; de Gruijl, 2002). Es wird angenommen, dass UV-A vor allem durch die 

Bildung von freien Radikalen schädigend wirkt (Tyrrell, 1995; 2000). Außerdem 

verursacht es in den Endothelzellen Nekrose, was zu einer Verletzung der dermalen 

Blutgefäße führt (Willis und Cylus, 1977; Rosario et al., 1979). 

Obwohl UV-B in der Ozonschicht um zirka 95 Prozent geschwächt wird, sodass nur ein 

geringer Anteil die Erdoberfläche erreicht, gilt es als Hauptursache für das Entstehen von 

aktinischer Keratose, Basaliomen und Plattenepithelkarzinomen (Ziegler et al., 1993). 

Veränderungen in der Haut können bereits nach einmaliger UV-B-Exposition festgestellt 

werden. Dazu gehören Erytheme (Cox et al., 1992; Kripke, 1994), vaskuläre Hyperper-

meabilität, Dilatation der dermalen Blutgefäße und epidermale Hyperplasie (Pearse et al., 

1987; Berton et al., 1997). UV-B-Bestrahlung über einen längeren Zeitraum wirkt 
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karzinogen (Kripke, 1994). UV-B-induzierte Hautkarzinogenese ist ein komplexer Prozess, 

bei dem vor allem die mutagenen und immunsuppressiven Wirkungen der UV-B-Strahlung 

von Bedeutung sind (Soehnge et al., 1997; Ouhtit und Ananthaswamy, 2001). 

 

 

1.2 Haut 
Die Haut (Derma, Cutis) stellt mit fast 16 Prozent des Körpergewichts das größte Organ 

des menschlichen Körpers dar. Sie ist bei allen Säugetieren die Abgrenzung zur Außenwelt 

und dient dem Schutz vor physikalischen und chemischen Einwirkungen sowie einer 

aktiven wie auch passiven Abwehr von Krankheitserregern. 

Die Haut bedeckt die Oberfläche des Körpers und besteht aus zwei Hauptkompartimenten: 

dem Oberflächenepithel (Epidermis) und der darunter liegenden Bindegewebsschicht 

(Corium, Dermis). Unter der Dermis befindet sich eine gefäßreiche, lockere Bindegewebs-

schicht, die Hypodermis, die an vielen Stellen in subkutanes Fettgewebe umgewandelt ist. 

Die Hypodermis gehört entwicklungsgeschichtlich nicht zur Haut, verbindet diese aber 

locker mit dem darunter liegenden Gewebe (Abb. 1.1).  

 

Abb. 1.1: Aufbau der Haut und der Epidermis. Penetrationstiefe der
UV-A- und UV-B-Strahlen  (modifiziert nach Schäfer-Korting, 2004). 
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Bei der Epidermis handelt es sich um ein mehrschichtiges, verhornendes Plattenepithel, 

dessen Hauptzellpopulation (90 Prozent) Keratinozyten darstellen. In Abschnitten perpen-

dikular zur Oberfläche können fünf Schichten unterschieden werden. Die tiefste Schicht 

wird Stratum germinativum oder Stratum basale genannt. Ihre Zellen stehen in direktem 

Kontakt zur Dermis. Darüber liegt das Stratum spinosum, dann das Stratum granulosum, 

gefolgt von dem Stratum lucidum und dem Stratum corneum (Abb. 1.1). 

Die keratinisierten Oberflächenzellen blättern kontinuierlich ab und werden durch neue 

Zellen ersetzt, welche durch mitotische Aktivität in der Basalschicht der Epidermis 

entstehen. Die dort produzierten Zellen wandern sukzessive zu den oberen Schichten, in-

dem unter ihnen neue Zellen produziert werden (Regnier et al., 1986; Miller et al., 1993). 

Für den Grad der epithelialen Differenzierung sind Zytokeratine biochemische Marker, die 

als Heterodimere exprimiert werden (Fuchs und Green, 1980; Moll et al., 1982; Roop, 

1987). Die Zytokeratine 5 und 14 (K5/K14) werden in der Basalschicht der interfolli-

kulären Epidermis und der äußeren Wurzelscheide der Haarfollikel gebildet, die Zytokera-

tine 1 und 10 (K1/K10) dagegen in den suprabasalen interfollikulären Regionen. Die Zyto-

keratine 6 und 16 (K6/K16) werden nach Stresssituationen in der Epidermis und den Haar-

follikeln exprimiert, z.B. nach Verwundungen (Martin, 1997; Fuchs und Cleveland, 1998). 

Neben den Keratinozyten kommen noch Mastzellen, Melanozyten, Langerhans-Zellen 

(LC) und neuroendokrine Merkelzellen in der Epidermis vor. Aufgrund der hohen Anzahl 

von Immunzellen in der Haut, die nach Aktivierung eine Vielzahl von Zytokinen 

exprimieren können, dient vor allem die Epidermis als Induktionsorgan der Immunantwort 

(Luger und Schwarz, 1990). 

 

 

1.2.1 UV-B-induzierte DNA-Schäden in den Keratinozyten 

Die heterozyklischen Basen der DNA absorbieren das UV-B-Licht (Ely und Ross, 1949). 

Dies kann mutagene Photoprodukte oder Läsionen in der DNA zwischen benachbarten 

Pyrimidinen in Form von Dimeren induzieren (Ananthaswamy, 1997), die zu C→T- und 

CC→TT- Transitionen führen. Man unterscheidet hauptsächlich zwei Dimerformen:  

(1) Zyklobutan-Pyrimidin-Dimere (CPD) zwischen benachbarten Thyminen (T) oder 

Zytosinen (C) und (2) Pyrimidin-(6-4)-Pyrimidon-Photoprodukte zwischen benachbarten 

Pyrimidinen (Lippke et al., 1981; Mitchell et al., 1992). Zyklobutan-Pyrimidin-Dimere 
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entstehen etwa dreimal so oft wie (6-4)-Photoprodukte (Tornaletti und Pfeiffer, 1996). Fast 

die Hälfte der auftretenden Pyrimidin-Dimere sind Thymin-Thymin-Dimere (Vink et al., 

1993). Beide Läsionen entstehen am häufigsten an Tandem-Pyrimidin-Stellen, die auch hot 

spots von UV-induzierten Mutationen genannt werden (Kanjilal und Ananthaswamy, 

1996). Sie treten in den basalen und suprabasalen Schichten der Epidermis auf und werden 

in den Langerhans-Zellen und den Keratinozyten gefunden (Vink et al., 1994). Obwohl 

beide Läsionen potenziell mutagen sind, geht man davon aus, dass hauptsächlich die CPDs 

Mutagenese und Tumorentstehung bei Säugetieren initiieren (Hart et al., 1977; Tornaletti 

und Pfeiffer, 1996), da (6-4)-Photoprodukte in Säugetierzellen schneller repariert werden 

als CPDs (Mitchell und Nairn, 1989). Häufig findet man diese UV-Signatur-Mutationen 

z.B. in dem Gen p53 (Brash et al., 1991; Rady et al., 1992; Kress et al., 1992; Ziegler et 

al., 1993; Kanjilal et al., 1993; Nataraj et al., 1995; Ananthaswamy et al., 1997). 

 

1.2.1.1 Tumorsuppressorgen p53 

Das p53-Gen ist das bekannteste Tumorsuppressorgen bei epidermalen Tumoren. p53-

Alterationen sind bei 60 bis 75 Prozent der Plattenepithelkarzinome und bei 50 Prozent der 

Basalkarzinome und aktinischen Keratosen immunhistologisch nachweisbar (Stadler und 

Hartig, 2003). Das p53-Tumorsuppressorgen kodiert für einen Transkriptionsfaktor. Durch 

die Regulation von mindestens sechs nachgeschalteten Zielgenen (u.a. p21/Waf-1/Cip1, 

mdm2, GADD45, Cyclin G, bax, IGF-BP3) nimmt es auf der RNA-Ebene Einfluss auf das 

DNA-Reparatur-, Apoptose- und Proliferationsprogramm der Zelle (Abb. 1.2; Levine et 

al., 1991; Vogelstein und Kinzler, 1992; Smith et al., 1995; Wang et al., 1995; Harris, 

1996; Li et al., 1996; 1997).  

Es wurde gezeigt, dass p53 eine Genaktivierungskaskade vermittelt, durch welche 

schließlich der Zellzyklus in der G1-Phase angehalten wird (Xiong et al., 1993; Jacks und 

Weinberg, 1996). Durch den Zellzyklus-Stopp können Reparaturprozesse an der DNA 

ablaufen, bevor die Replikation in der S-Phase stattfindet (Abb. 1.2; Kuerbitz et al., 1992).  

Darüber hinaus kontrolliert p53 den Zellzyklus auch an einem G2/M- sowie an einem 

dritten G0-G1-S-Phasen-Checkpoint (Levine, 1997). Offensichtlich wirkt p53 als „Wächter 

des Genoms“ (Lane, 1992), indem es die Intaktheit der DNA kontrolliert und nach 

eingetretenem DNA-Schaden der Zelle Zeit gibt, Defekte vor der nächsten Synthesephase 

zu reparieren. 
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Abb. 1.2: Wirkung der UV-B-Strahlung auf die Haut und das Immunsystem (nach Ouhtit und
Ananthaswamy, 2001). Dargestellt sind die verschiedenen Signalwege, die an der Entwicklung von
Hautkarzinomen nach UV-B-Strahlung beteiligt sind. 
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Gelingt bei großem Schaden die Reparatur nicht, so wird die Zelle durch den 

programmierten Zelltod − die Apoptose − eliminiert (Abb. 1.2; Lowe et al., 1993).  

Zellen, die durch Mutationen oder durch Komplexbildung funktionell inaktives p53 

exprimieren, bleiben nach DNA-Schädigung nicht in der G1-Phase stehen, sondern 

beginnen unkontrolliert die Synthesephase und können durch klonale Expansion 
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Mutationen anreichern. Mutiertes p53 ist nicht in der Lage, die Apoptose dieser Zellen 

einzuleiten. Nach wiederholter Schädigung nimmt demnach die Anzahl sterbender Zellen 

ab, während die Zahl transformierter Zellen zunimmt (Abb. 1.2; Kamb, 1994). Inzwischen 

konnte diese Vorstellung von der Entstehung der aktinischen Keratose im Mausmodell 

bewiesen werden (Ziegler et al., 1994). 

In epidermalen Zellen mit einer heterozygoten Mutation im p53-Gen nach UV-bedingter 

DNA-Schädigung wurde eine verminderte Apoptoserate nachgewiesen (Cross et al., 1995). 

Tumore, die solche Alterationen des p53-Gens aufweisen, besitzen in der Regel eine 

wesentlich höhere Malignität bei insgesamt schlechterer Ausdifferenzierung (Ruggeri et 

al., 1991). Tumore des Menschen mit Mutationen im p53-Gen sprechen schlechter auf 

Chemo- und Strahlentherapie an, vermutlich, weil eine Auslösung der Apoptose nicht 

mehr möglich ist (Schlichtholz et al., 1992). Außerdem sind p53-knock-out-Mäuse anfäl-

liger für UV-B-Karzinogenese (Jiang et al., 1999).  

 

1.2.1.2 UV-B-induzierte Apoptose 

Die durch UV-B-Strahlung induzierte Apoptose eliminiert Keratinozyten, die UV-B-

induzierte Mutationen in ihrer DNA besitzen (Ziegler et al., 1994). Solche apoptotischen 

Keratinozyten kann man histologisch als sunburn cells identifizieren (Daniels et al., 1961).  

Die Apoptose ist ein komplexer, hochgradig regulierter Prozess, bei dem unter anderem (1) 

Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie und (2) spezielle Oberflächenrezeptoren der 

Zielzellen, wie zum Beispiel das als Fas- oder APO-1-Rezeptor bezeichnete CD95-

Membranprotein, von Bedeutung sind (Abb. 1.2; Krammer et al., 1994).   

(1) Überexpressionsstudien und Tierversuche haben gezeigt, dass Bcl-2 der Protagonist 

einer ganzen Familie homologer Proteine ist, die zum Teil Apoptose einleiten können, 

während andere einen protektiven Effekt ausüben. Zu den proapoptotischen Mitgliedern 

der Bcl-2-Familie gehören Bcl-XS, Bax, Bad und Bak, zu den antiapoptotischen unter 

anderem Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1 und A1. Die Feinsteuerung dieses Systems erfolgt durch 

Ausbildung von Homo- und Heterodimeren zwischen diesen beiden Gruppen. Dabei ist für 

das Überleben oder den Tod einer Zelle das Ausmaß der Heterodimerisierung zwischen 

Bcl-2 und seinem Hauptantagonisten entscheidend (Reed, 1996; Kroemer, 1997). Die 

Expression von Bcl-2 in der Epidermis beschränkt sich auf die Basalschicht und die 

Haarfollikel (Hockenberry et al., 1991; Stenn et al., 1994). Dagegen wurde Bcl-XL vor 
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allem in den suprabasalen Schichten der Epidermis nachgewiesen. Bax zeigte eine 

schwache und Bak eine starke Expression in allen Epidermisschichten (Krajewski et al., 

1994a; 1994b; 1996). UV reguliert die Bcl-2-Expression sowohl in normaler Haut als auch 

in DNA-reparaturdefizienten Fibroblasten herunter (Isoherranen et al., 1999; Washio et al., 

1999). Dabei sind die durch p53 vermittelte Hochregulierung der Bax-Expression und das 

Herunterregulieren der Bcl-2-Expression von Bedeutung (Harris, 1996). 

(2) Keratinozyten exprimieren den CD95 (= Fas)-Rezeptor sowohl in vitro als auch in vivo 

(Aragane et al., 1998). Nach geeigneter Stimulation kommt es durch Bindung mit dem 

beispielsweise auf zytotoxischen T-Lymphozyten und natürlichen Killerzellen 

exprimierten Liganden CD95-L bzw. durch spezifische Antikörper, wie anti-APO-1, an 

den CD95-Rezeptor zur Rekrutierung des intrazellulären Adaptermoleküls FADD (FADD 

= Fas-associated protein with death domain = MORT1; Kischkel et al., 1995). FADD und 

CD95-Rezeptor besitzen sogenannte „Todesregionen“, mit deren Hilfe sie Heterodimere 

ausbilden können. Diese Oligomerisierung von CD95-Rezeptormolekülen führt zur 

Ausbildung eines Signalkomplexes DISC (Death inducing signal complex), der in weiterer 

Folge zur schnellen Aktivierung einer Proteasenkaskade führt. Die Enzyme, die hier eine 

Rolle spielen, gehören zu einer größeren Gruppe von Zysteinproteasen, der sogenannten 

ICE-Familie (ICE = Interleukin-1beta-converting enzyme = Caspase-1).  

UV-Exposition induziert über p53 die Hochregulierung der so genannten „Todes-

rezeptoren“ der TNF-Rezeptorfamilie (TNF und Fas) und deren Liganden (Kibitel et al., 

1998; Hill et al., 1999). Die nachfolgenden Rezeptor-Liganden-Interaktionen führen zur 

Bildung der sunburn cells. Der TNF-Rezeptor und Fas können auch ligandenunabhängig, 

nur über eine UV-induzierte Trimerisierung, Apoptose verursachen (Aragane et al., 1998; 

Kibitel et al., 1998; Sheikh et al., 1998; Hill et al., 1999). 

 

 
1.2.2 Wirkung der UV-B-Strahlung auf das Immunsystem der Haut 

Für die UV-B-vermittelte Hautkarzinogenese ist neben der mutagenen Wirkung der UV-B-

Strahlung auch der modulierende Effekt von UV-B-Strahlung auf das Immunsystem 

verantwortlich (Abb. 1.2; Nishigori et al., 1996). Zunächst können Entzündungsreaktionen 

beobachtet werden, die Folge der durch UV-B verursachten Infiltration von Makrophagen, 

Granulozyten und T-Zellen in die Epidermis sind (Cooper et al., 1993; Di Nuzzo et al., 

1998). Infiltrierende Makrophagen können CD4+-autologe Suppressor-T-Zellen aktivieren 
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(Baadsgaard et al., 1990). Basierend auf ihrem Zytokinprofil können die CD4+Th-Zellen in 

zwei Effektor-Populationen unterteilt werden. Die Th1-Populationen produzieren vor allem 

IL-2, Lymphotoxin und IFN-γ. Die Th2-Zellen produzieren IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 

(Abbas et al., 1996). Es wird angenommen, dass vor allem Th1-vermittelte Antworten 

sensitiv für UV-B-Bestrahlung sind (Araneo et al., 1989; Simon et al., 1994; Ullrich, 

1996). So supprimiert UV-B-Strahlung CHS (contact hypersensitivity = Kontakthyper-

sensivität)-, DTH (delayed-type hypersensitivity = Hypersensivität vom verzögerten Typ)-

Antworten und Reaktionen auf Alloantigene (Toews et al., 1980; Rivas und Ullrich, 1992; 

Rattis et al., 1995). 

Dieser immunsupprimierende Effekt von UV-B-Strahlung wurde in den letzten Jahren 

umfassend untersucht (Kripke, 1994; Duthie et al., 1999; Meunier, 1999; Nghiem et al., 

2002). Die durch UV-B induzierte lokale und systemische Immunsuppression lässt sich 

dabei hauptsächlich auf drei verschiedene Mechanismen zurückführen: 

(1) UV-B-Strahlung führt zum einen zu einer Reduktion der epidermalen Langerhans-

Zellen (LC) und der dendritischen epidermalen T-Zellen (DETC) (Toews et al., 1980; 

Aberer et al., 1986; Cooper et al., 1993, Schwarz, 2005): Erstens durch erhöhte Migration 

in Richtung Lymphknoten (Moodycliffe et al., 1992; Sontag et al., 1995; Schwarz et al., 

2006) und zweitens durch Zelltod (Tang und Udey, 1992). Die LCs, DETCs und 

Makrophagen aus UV-bestrahlter Epidermis können hapten-spezifische Immunsuppression 

und Toleranz induzieren (Cruz et al., 1989; Hammerberg et al., 1994; Dai und Streilein, 

1995; Kremer et al., 1996). Der durch UV-B induzierte DNA-Schaden und die hemmende 

Wirkung von UV-B auf die Hochregulierung von kostimulatorischen Molekülen führt zu 

einer Induktion von regulatorischen T-Zellen, die antigenspezifische Toleranz induzieren 

(Noonan et al., 1981; Elmets et al., 1983; Simon et al., 1990; 1991; Weiss et al., 1995; 

Denfeld et al., 1998; Schwarz et al., 2004; 2005) und hohe Mengen an IL-10 produzieren 

(Beissert et al., 2006). UV-B führt zu einer transienten Erscheinung von IL-4+-

neutrophilen Granulozyten, die IL-6, IL-8 und TNF-α sekretieren und die Entwicklung von 

Th2-Antworten unterstützen (Teunissen et al., 2002).  

(2) UV-B ist in der Lage, normale Chromophore in der Haut in immunsuppressive 

umzuwandeln, wie zum Beispiel die Änderung von der trans-Urocansäure (UCA) in die 

cis-Urocansäure (DeFabo und Noonan, 1983; Vink et al., 1996). UCA ist ein Histidin-

derivat, welches von Keratinozyten synthetisiert wird und in der Epidermis akkumuliert, 
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solange keine katabolischen Enzyme vorhanden sind. Cis-UCA wirkt immunsuppressiv, 

indem es zelluläre Immunreaktionen und die Fähigkeit von LCs inhibiert, Tumorantigene 

zu präsentieren (Ross et al., 1986; Beissert et al., 1997; 2001). 

(3) UV-B moduliert die Transkription einer großen Anzahl von aus Keratinozyten 

stammenden Zytokinen. Nach UV-B-Bestrahlung werden direkt durch den verursachten 

DNA-Schaden die Zytokine IL-10 und TNF-α freigesetzt (Nishigori et al., 1996; Kibitel et 

al., 1998). Gleichzeitig kommt es zu einer autokrinen Stimulation der Keratinozyten durch 

IL-1α, was eine erhöhte Produktion von IL-1α, IL-6 und GM-CSF zur Folge hat (Ansel et 

al., 1988; Kirnbauer et al., 1991; Gallo et al., 1991; Nozaki et al., 1991). 

IL-10 und TNF-α wirken vor allem immunsuppressiv, indem sie T-Zell-vermittelte 

Immunantworten verhindern (Enk et al., 1994; Schwarz et al., 1994; Ullrich, 1994; 1995). 

IL-10 beeinflusst die B7-Expression auf Langerhans-Zellen direkt und modifiziert somit 

die Antigenpräsentation zu den Th-Zellen in den Lymphknoten (Weiss et al., 1995). 

Außerdem stimuliert es die Th2-Zellen, während es selektiv die Proliferation, 

Effektorfunktion und Entwicklung der Th1-Zellen inhibiert (Mosmann und Moore, 1993). 

Aus diesem Grund wird es von vielen Experten als der primäre Vermittler einer sowohl 

lokalen als auch systemischen Immunsuppression gesehen (Takashima und Bergstresser, 

1996). So supprimiert es zum Beispiel auch die Produktion von IL-12 nach UV-

Bestrahlung (D’Andrea et al., 1993). IL-12 ist in vielen seiner Funktionen und Wirkungen 

reziprok zu denen von IL-10. So führt zum Beispiel die Gabe von IL-12 zur Aufhebung der 

UV-induzierten Immunsuppression und zur Überwindung der UV-induzierten Toleranz 

(Muller et al., 1995; Schmitt et al., 1995; Schwarz et al., 1996; Beissert et al., 2001). Die 

durch UV-B induzierte Hautkarzinogenese wird dabei hauptsächlich von IL-12-abhängigen 

DNA-Reparaturmechanismen verhindert (Meeran et al., 2006a; 2006b; Maeda et al., 

2006). Außerdem induziert IL-12 die Entwicklung von Th1-Zellen und führt so zur 

Freisetzung von IFN-γ (D’Andrea et al., 1995; Trinchieri, 1995).  

Die immunsuppressive Wirkung von TNF-α nach UV-B-Bestrahlung beruht hauptsächlich 

auf seiner Eigenschaft, die Morphologie der Langerhans-Zellen zu verändern, deren 

Migration in Richtung Lymphknoten zu verstärken (Vermeer und Streilein, 1990; 

Moodycliffe et al., 1994) und die dermalen Mastzellen zu verringern (Hart et al., 1998).  

IL-6 ist ein Wachstumsfaktor für Th2-Zellen, indem es die Transkription von IL-4 aktiviert 

(Rincon et al., 1997). Die genaue Funktion von IL-6 im Haut-Immunsystem ist unbekannt. 
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Es gibt jedoch einige Anzeichen dafür, dass es das Vorhandensein von IL-10 im Plasma 

reguliert (Nishimura et al., 1999). 

 

 

1.3 Granulozyten-Makrophagen koloniestimulierender Faktor (GM-CSF)  
GM-CSF gehört zur Familie der koloniestimulierenden Faktoren (colony-stimulating 

factors = CSFs). Diese sind humorale Faktoren, die zur in vitro-Proliferation und Differen-

zierung bestimmter hämatopoetischer Vorläuferzellen benötigt werden. Sie stimulieren in 

einer semisoliden Kultur aus Knochenmarkzellen die Bildung von Granulozyten- und 

Makrophagenkolonien (Bradley und Metcalf, 1966). Die koloniestimulierenden Faktoren 

werden von zahlreichen Zellen produziert, u. a. auch von Fibroblasten, Endothelzellen, 

Stromazellen und Lymphozyten (Metcalf, 1988). In einem gesunden Organismus sind sie 

systemisch jedoch fast nicht nachweisbar. Als Antwort auf Stimuli, wie zum Beispiel eine 

Infektion, findet aber eine schnelle Hochregulierung statt (Metcalf, 1988; Gasson, 1991). 

Zu der Familie der Wachstumsfaktoren gehören außerdem noch G-CSF (granulocyte 

colony-stimulating factor), M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) und IL-3 

(Interleukin-3, auch bekannt als Multi-CSF) (Stanley und Heard, 1977; Ihle et al., 1982; 

Nicola et al., 1983). Unter dem Einfluss von G-CSF entwickeln sich hämatopoetische 

Vorläuferzellen hauptsächlich zu neutrophilen Granulozyten und ihren Vorläuferzellen 

(Metcalf und Nicola, 1983). M-CSF fördert primär die Bildung von Makrophagen (Stanley 

und Heard, 1977). Im Gegensatz dazu enthalten die Kolonien viele verschiedene Zelllinien, 

die unter dem Einfluss von IL-3 gewachsen sind.  

GM-CSF ist ein hämatopoetischer Wachstumsfaktor, der die Proliferation, Differenzierung 

und das Überleben verschiedener hämatopoetischer Zelllinien stimuliert (Metcalf et al., 

1986; Nishijima et al., 1995; Caux et al., 1996). Es wird von vielen Zellen hergestellt und 

sezerniert, etwa von T- und B-Zellen (Cline und Golde, 1974; Wong et al., 1985; 

Robertson et al., 1994), Makrophagen (Thorens et al., 1987), Mastzellen (Plaut et al., 

1989), Fibroblasten (Yamato et al., 1989), Endothelzellen (Bagby et al., 1986), Meso-

thelialzellen und Keratinozyten (Braunstein et al., 1994; Kaplan et al., 1992). Meist erfolgt 

die Ausschüttung nach einem Reiz, dem die Zelle ausgesetzt ist. T-Lymphozyten 

sezernieren GM-CSF unter anderem nach einem Lektin- oder IL-1-Stimulus (Cline und 

Golde, 1974), B-Lymphozyten nach Gabe von Polysacchariden (LPS) oder Phorbolestern 
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(Pluznik et al., 1989), Makrophagen nach Stimulation durch FKS oder LPS (Thorens et al., 

1987; Fibbe et al., 1988). 

 

GM-CSF übt seine biologische Funktion durch Bindung an den heterodimeren GM-CSF-

Rezeptor aus, der auf Monozyten, Makrophagen, Granulozyten, Lymphozyten, Endothel-

zellen und alveolaren Epithelzellen exprimiert wird (Griffin et al., 1990). Dieser besteht 

(1) aus einer ligandenspezifischen α-Untereinheit, die alleine nicht in der Lage ist, GM-

CSF zu binden, und (2) aus einer β-Untereinheit, die gemeinsam ist für GM-CSF, IL-3 und 

IL-5, und die GM-CSF alleine nur mit einer sehr schwachen Affinität bindet (Miyajima, 

1992). Erst zusammen mit der α-Untereinheit bildet sich der hoch affine heterodimere GM-

CSF-Rezeptor (Kastelein und Shanafelt, 1993). Dies führt zu einer Aktivierung von vor 

allem drei unterschiedlichen intrazellulären Signaltransduktionswegen in den jeweiligen 

Zielzellen: (1) den JAK/STAT-Signalweg, (2) MAPK-Signalwege und (3) die PI3-K-

Kaskade (Guthridge et al., 1998; DeGroot et al., 1998; Adachi und Alam, 1998; Scott und 

Begley, 1999; Woodcock et al., 1999). 

 

 

1.3.1 Einfluss von GM-CSF auf Zellen des hämatopoetischen Systems 

GM-CSF beeinflusst die Proliferation, die Reifung und das Überleben vieler Zellen des 

hämatopoetischen Systems. Es ist ein potenter Wachstumsfaktor für Vorläuferzellen der 

myeloiden Reihe (CD34+), aus der sich sowohl neutrophile und eosinophile Granulozyten 

als auch Monozyten entwickeln (Donahue et al., 1986; 1996; Dibbert et al., 1998). 

Epidermale LCs sind professionelle antigenpräsentierende Zellen, die ebenfalls aus den 

CD34+-Vorläuferzellen entstehen (Banchereau und Steinmann, 1998). GM-CSF ver-

hindert in vitro das Absterben von Langerhans-Zellen (Heufler et al., 1988) und fördert 

deren Reifung und Funktionsfähigkeit (Caux et al., 1992; Caux et al., 1996; Herbst et al., 

1998). GM-CSF kann außerdem in vitro unter bestimmten Bedingungen die Proliferation 

von Zellen der erythroiden Reihe stimulieren (Sieff et al., 1985). Kontrovers wird die Rolle 

von GM-CSF in Bezug auf die Stimulation der Proliferation und Funktion von T-Zelllinien 

diskutiert (Kupper et al., 1986; Masucci et al., 1990; Shi et al., 2006). Ob diese Effekte auf 

einen direkten Einfluss von GM-CSF auf die Lymphozyten zurückzuführen sind, ist frag-

lich, da bisher noch kein GM-CSF-Rezeptor auf T-Zellen nachgewiesen werden konnte. 
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In Zellen des hämatopoetischen Systems wird vor allem die Fähigkeit von Granulozyten 

und Makrophagen beeinflusst, Pathogene und körperfremde Substanzen zu eliminieren. Zu 

diesem Zweck induziert GM-CSF die Degranulation von Neutrophilen (Richter et al., 

1989), inhibiert deren Migration (Gasson et al., 1984), fördert die Zytokinausschüttung, 

zum Beispiel von IL-1, TNF-α, IL-6 und IFN-γ (Lindemann et al., 1989), moduliert die 

Zelloberflächenexpression von Rezeptoren, zum Beispiel CD11a, CD11b und CD11c, und 

fördert so die Phagozytose von Bakterien (Fleischmann et al., 1986). Die Lebensdauer und 

Migration von Eosinophilen, deren Zytotoxizität (Lopez et al., 1986) und Leukotriensyn-

these (Silberstein et al., 1986) werden ebenso induziert wie die Exozytose von Histamin 

(Haak-Frendscho et al., 1988) und die Expression des Komplementrezeptors C3a in 

Basophilen. In Makrophagen wird die Zytokinausschüttung moduliert (Hart et al., 1988) 

sowie die Expression von Oberflächenrezeptoren (Hancock et al., 1988) und 

Zelladhäsionsmolekülen reguliert (Gamble et al., 1989). 

 

 

1.3.2 Wirkung von GM-CSF auf nicht-hämatopoetische Zellen 

GM-CSF verstärkt die Proliferation, Migration und Aktivierung von Endothelzellen 

(Bussolino et al., 1989). Keratinozyten produzieren GM-CSF, sind jedoch gleichzeitig 

auch seine Zielzellen. Es konnte gezeigt werden, dass GM-CSF sowohl in vivo als auch in 

vitro ein potentes Mitogen für Keratinozyten ist (Kupper et al., 1988; Hancock et al., 1988; 

Braunstein et al., 1994; Pastore et al., 1997; Kawada et al., 1997). In zahlreichen Studien 

wurde die Empfänglichkeit für GM-CSF von verschiedenen Tumorzelllinien nicht-häma-

topoetischen Ursprungs beschrieben, zum Beispiel von kleinzelligen Lungenkarzinomen 

(SCCL) (Ruff et al., 1986), von bestimmten Osteosarkom-Linien, Brustkarzinom-

Zelllinien (Dedhar et al., 1988) und Kolonkarzinom-Zelllinien (Berdel et al., 1989). 

 

 

1.3.3 GM-CSF und Krebs 

Im Falle von Krebserkrankungen sind die Daten zu GM-CSF widersprüchlich. Zum einen 

wurde in vitro gezeigt, dass GM-CSF ein notwendiger Faktor für das Wachstum von 

Leukämiezellen ist. Bestimmte akute myeloide (AMLs) und lymphoblastische Leukämien 

reagieren auf auto- und parakrin wirkendes GM-CSF mit unkontrollierter Proliferation 



1. Einleitung 13

(Young und Griffin, 1986; Russell, 1992; Freedman et al., 1993). Zahlreiche Krebs-

zelllinien produzieren in vitro hohe Mengen an GM-CSF (Pak et al., 1995), ebenso wie 

solide Tumore (Zinzar et al., 1985; Mano et al., 1987), Plattenepithelkarzinome (Mann et 

al., 1992; Mueller und Fusenig, 1999; Mueller et al., 2001; Gutschalk et al., 2006), 

Osteosarkome (Rochet et al., 1999), Glioblastome (Mueller et al., 1999) und pulmonare 

Adenokarzinome (Wislez et al., 2001). Humaner Prostatakrebs und Melanome exprimieren 

ebenfalls nachweisbare Mengen des Wachstumsfaktors (Rokhlin et al., 1996; Bronte et al., 

1999). Da die Expression von GM-CSF oft mit der Ko-Expression des dazugehörigen 

Rezeptors verbunden ist, nimmt man an, dass dies der autokrinen Stimulation des 

Tumorzellwachstums, der Migration, Invasion und Metastasierung dient (Nishino et al., 

1998; Mueller und Fusenig, 1999; Mueller et al., 1999; 2001; Tachibana et al., 2000; Kyo 

et al., 2000). Zusätzlich zu diesen autokrinen Effekten scheint GM-CSF parakrin auf das 

tumorumgebende Stroma zu wirken, zum Beispiel durch Angiogenese (Lathers et al., 

2001; Mann et al., 2001b; Bussolino et al., 1993; Bikfalvi und Han, 1994). Außerdem geht 

eine konstitutive Expression von GM-CSF mit Leukozytose (Tsukuda et al., 1993; Horii et 

al., 1997; Ota et al., 1998; Ichiishi et al., 2000) und einer höheren Überlebensrate der 

infiltrierenden Neutrophilen (Wislez et al., 2001) einher. GM-CSF scheint auch die 

Fähigkeit zur Metastasierung von Tumoren in Versuchstieren positiv zu beeinflussen 

(Takeda et al., 1991).  

Die beschriebenen Daten deuten darauf hin, dass der Wachstumsfaktor GM-CSF die 

Entwicklung von Neoplasien eher unterstützt, da er von diesen quantitativ exprimiert wird 

und autokrin auf sie wirkt. Transplantationsversuche mit B16-Melanom-Zelllinien belegen 

jedoch, dass GM-CSF auch die Tumorabstoßung und Tumorrückbildung positiv 

beeinflusst (Dranoff et al., 1993). Die Injektion mit bestrahlten parentalen B16-Zellen 

schützt das Versuchstier nicht vor der Bildung von Tumoren, wenn anschließend unbe-

strahlte lebende Zellen transplantiert werden. Die Vakzinierung mit bestrahlten Melanom-

zellen, die GM-CSF exprimieren, führt hingegen zur Ausbildung einer Antitumor-

Immunität, die das Tier vor Tumorneubildung schützt. Die erfolgreichen Versuche zur 

Induktion einer Antitumor-Immunität gegen B16-Melanomzellen haben dazu geführt, dass 

in ersten klinischen Behandlungen Hautkrebspatienten mit GM-CSF behandelt werden 

(Leong et al., 1999; Mastrangelo et al., 1999; Scheibenbogen et al., 2000; Moret-Tatay et 

al., 2003).  
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1.3.3.1 Die Rolle von GM-CSF in der chemisch induzierten Hautkarzinogenese 

Um die zentralen Mechanismen der Hautkarzinogenese in Säugetieren untersuchen zu 

können, wurden Protokolle erstellt, welche zur Ausbildung von gutartigen, nicht invasiven 

(Papillomen) und bösartigen, invasiven Tumoren (Karzinomen) in der Haut von Mäusen 

führen (Innaccone et al., 1978). Hierbei werden chemische Stoffe zur Einführung von 

Mutationen (Initiation) und zur Reizung (Promotion) verwendet (DiGiovanni, 1992). Im 

Rahmen der malignen Konversion entstehen aus den Papillomen oder den Dysplasien im 

Laufe des Experimentes Karzinome. Als Tumorinitiatoren können dabei unter anderem 

polyzyklische Aromate (z.B. DMBA=7,12-Dimethylbenz[α]anthrazen, B[a]P=Benzo[a]py-

rene), Carbamide (z. B. Urethane, Vinylcarbamid), Nitrosamine (z.B. MNNG=N-Methyl-

N’Nitro-N-Nitro-Guanidin) und Harnstoff (z.B. NMU=Methyl-Nitrosoharnstoff) ver-

wendet werden. Als Tumorpromotoren können unter anderem TPA (12-O-Tetradecaoyl-

phorbol-13-Azetat), Mezerein, Benzoylperoxid, Tabakrauch-Kondensat (moderater Promo-

tor) und Zitrusöl (schwacher Promotor) in der Haut der Mäuse wirken (DiGiovanni, 1992; 

DiGiovanni et al., 1993). 

Da GM-CSF nach Applikation von DMBA nicht (Robertson et al., 1994), hingegen nach 

Behandlung mit TPA sehr früh induziert wird, scheint es eine zentrale Bedeutung bei der 

Tumorpromotion zu haben (Fürstenberger et al., 1993).  

In der durch DMBA und TPA induzierten Hautkarzinogenese fördert sowohl eine 

Hochregulation als auch eine Herunterregulation von GM-CSF die Tumorinzidenz und das 

Tumorwachstum, und zwar über zwei verschiedene Mechanismen: (1) im Falle einer 

gesteigerten GM-CSF-Aktivität über eine endogene Tumorpromotion und (2) bei einer 

verringerten GM-CSF-Aktivität über eine verringerte Tumorzellabstoßung (Mann et al., 

2001b).  

Charakteristisch für DMBA als Tumor-Initiator in der Haut ist es, Mutationen in das 61. 

Kodon des Ha-ras Genes einzufügen (Cheng et al., 1988). In der durch UV-B-Strahlung 

verursachten Hautkarzinogenese sind jedoch eher Mutationen im p53-Gen von Bedeutung 

(Brash et al., 1991; 1996; Stadler und Hartig, 2003). Dies verdeutlicht die Notwendigkeit, 

die Funktion von GM-CSF in vivo mit UV-B als Mutagen zu untersuchen. 
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1.4 Ziel der Arbeit 
GM-CSF ist ein pleiotropes Zytokin, das die Proliferation, Differenzierung und das 

Überleben von hämatopoetischen Zellen gewährleistet und in normaler Haut nur in 

geringsten Mengen synthetisiert wird. Erst nach einer Reizung, wie zum Beispiel durch 

UV-B-Strahlung, kommt es zu einer schnellen Aufregulation dieses Faktors, u. a. auch 

durch Keratinozyten. GM-CSF wurde als direktes Mitogen für Keratinozyten beschrieben, 

die die Hauptzellpopulation in der Epidermis darstellen. Darüber hinaus beeinflusst GM-

CSF auch indirekt durch Modulation die Freisetzung zusätzlicher Zytokine wie IL-1, IL-6, 

IL-8, TNF-α, TGF-β, IFN-γ und M-CSF durch eine Reihe weiterer Zelltypen, 

einschließlich Fibroblasten, Makrophagen, Mastzellen und dendritische Zellen. Die genaue 

Funktion von GM-CSF in der UV-B-induzierten Hautkarzinogenese ist jedoch bisher nicht 

geklärt. Zum einen sezernieren viele solide Tumore (zum Beispiel epidermale 

Plattenepithelkarzinome) und nicht solide Tumore (zum Beispiel lymphoblastische Leukä-

mien) GM-CSF, das autokrin die Ausbreitung von Neoplasien unterstützt. Zum anderen 

können transfizierte, GM-CSF sezernierende Melanomzellen eine potente Antitumor-

Immunität gegen parentale Krebszellen vermitteln. In der chemisch induzierten 

Karzinogenese konnte gezeigt werden, dass jede Dysregulation von GM-CSF in der Haut 

zu einem erhöhten Risiko führt, Neoplasien zu bilden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit 

wurde die Wirkung von GM-CSF auf die UV-B-vermittelte Karzinogenese anhand von 

zwei bereits etablierten Mausmodellen untersucht:  

(1) Transgene Tiere, die einen GM-CSF-Antagonisten unter der Kontrolle des Keratin-10-

Promotors in den suprabasalen Schichten der interfollikulären Epidermis überexprimieren 

(K10/GM-CSF Ant). Diese Tiere zeigen keine phänotypischen Auffälligkeiten (Mann et 

al., 2001b). 

(2) Transgene Tiere, die GM-CSF unter der Kontrolle des Keratin-5-Promotors in der 

Basalschicht der interfollikulären Epidermis und in den Haarfollikeln überexprimieren 

(K5/GM-CSF Ag). Diese Tiere weisen eine Erhöhung auf: (a) in der Anzahl der LCs, 

Mastzellen und Fibroblasten in ihrer Epidermis und Dermis, (b) der mitotischen Indizes in 

der Basalschicht der Epidermis, (c) in der IFN-γ-, TGF-β1- und IL-6-Konzentration ihrer 

Haut und (d) des antiapoptotischen Faktors A1. Außerdem ist ihr Körpergewicht in den 

ersten zwei bis drei Lebensmonaten um etwa zehn Prozent geringer (Breuhahn et al., 

2000). 
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Alle Mäuse (Kontrollgruppe, K10/GM-CSF Ant, K5/GM-CSF Ag) wurden sowohl chro-

nisch (mehrmalige UV-B-Bestrahlung über maximal 30 Wochen) als auch akut (einmalige 

UV-B-Bestrahlung mit 30 kJ/m2) behandelt. Die aus diesen Experimenten abgeleiteten 

Ergebnisse sollten hinsichtlich möglicher zugrunde liegender Mechanismen analysiert 

werden. Entstehende Hautschäden sollten histologisch untersucht werden. Per Microarray-

Analyse sollte Zielgene von GM-CSF identifiziert werden, die möglicherweise bei der 

durch UV-B-Strahlung induzierten Karzinogenese von Bedeutung sind. Die Verifizierung 

dieser Gene soll sowohl über Real-Time-PCR als auch über ELISA erfolgen. Dabei sollte 

die Bedeutung von GM-CSF für das Zytokinprofil der Haut nach UV-B-Bestrahlung 

herausgearbeitet werden. 
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2. Material und Methoden 

 

 

2.1 Material 
2.1.1 Versuchstiere 

Die für die Experimente verwendeten Mausstämme entstammten aus der Zucht des 

Tierstalls der ZVTE (Zentrale Versuchstiereinrichtung) des Hochhauses am Augustusplatz, 

Johannes Gutenberg-Universität Mainz. Im Rahmen der UV-B-Karzinogenese wurden die 

unter dem Keratin-5-Promotor GM-CSF überexprimierenden Tiere (K5/GM-CSF Ag, 

Linie Tg-2) und die unter dem Keratin-10-Promotor den GM-CSF-Antagonisten 

überexprimierenden Tiere (K10/GM-CSF Ant, Linie Tg Ant-2) verwendet. Diese Tiere 

sind auf FVB/NHSD-Hintergrund gezüchtet und wurden von Dr. Amrit Mann und Dr. Kai 

Breuhahn aus der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Manfred Blessing generiert und charakterisiert 

(Breuhahn et al., 2000; Mann et al., 2001b). 

 

 

2.1.2 Chemikalien und Enzyme  

Wenn nicht anders vermerkt, wurden Enzyme der Firma New England Biolabs (Bad 

Schwalbach) verwendet. Chemikalien wurden von den Firmen Riedel-de Haen (Selze), 

Sigma (Deisenhofen), Difco (Detroit, USA), DAKO (Hamburg), Roth (Karlsruhe), Merck 

(Darmstadt) und Biomol (Hamburg) bezogen. Sämtliche verwendeten Chemikalien lagen 

in p.a.-Qualität vor. 

 

 

2.1.3 Wasser 

Das Wasser wurde durch eine Reinstwasseranlage (MilliQ plus, Millipore) deionisiert. Bei 

Arbeiten mit RNA wurde das Wasser mit 0,1% DEPC einige Stunden gerührt, über Nacht 

bei 37°C inkubiert und anschließend autoklaviert. 

 

 

2.1.4 Histochemische Reagenzien 

Mayers Hämalaun-Lösung     Merck, Darmstadt 
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May-Grünwalds Eosin-Methylen-Blau-Lösung  Merck, Darmstadt 

Giemsa Azur-Eosin-Methylen-Blau-Lösung  Merck, Darmstadt 

Mayers Hämatoxylin-Lösung   Sigma, Deisenhofen 

 

 

2.1.5 Material für die histochemischen Methoden 
Entellan      Merck, Darmstadt 

Einfriermedium     Jung, Nussloch 

Eindeckmedium (Aqua Polymount)   Polyscience, USA 

Objektträger, 25 x 75 x 1 mm; Poly-L-Lysin Menzel, Braunschweig 

Deckgläschen 24 x 32 mm, 24 x 50 mm  Menzel, Braunschweig 

Marker, PAP-PEN     MBT Labotech, Wiesbaden 

 

 

2.1.6 Material für die immunchemischen Methoden 

ELISA-Kits:       BD Biosciences, Heidelberg 

BD OptEIATM Set Mouse TNF (mono/poly)   

BD OptEIATM Set Mouse IL-4    

BD OptEIATM Set Mouse IFN-γ    

BD OptEIATM Set Mouse IL-6    

BD OptEIATM Set Mouse GM-CSF    

BD OptEIATM Set Mouse IL-10    

BD OptEIATM Set Mouse IL-12    

TGF-β1-ELISA-Kit     R&D Systems, Wiesbaden 

ELISA-Platten     Nunc, Heidelberg  

 

 

2.1.7 Geräte  

Bakterienschüttler, Certomat    B. Braun, Melsungen  
UV-Bestrahlungsgerät, Dermalight®450  A.L.T. GmbH, Zörbig 

Brutschrank Cellstar     Nunc, Wiesbaden 

Brutschrank, Trockenofen WTC   WTB Binder Labortechnik, Tuttlingen 
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DigiScan      Asys Hitech, Österreich 

Digitales Kamerasystem Cybertech CSI  Hitachi, Japan 

Durchlichtmikroskop CK2    Olympus, Hamburg 

Feinwaage BP 61     Sartorius, Göttingen  

Fluoreszenzmikroskop AX70   Olympus, Hamburg 

Gelkammer 12 x 14 cm, Easy Cast B2  AGS, Heidelberg 

Gelkammer 20 x 25 cm, Easy Cast A2  AGS, Heidelberg 

Haarschneider 9551     Hauptner und Herberholz, Solingen 

Hybridisierungsofen RPN2510   Amersham Pharmacia Biotech, UK 

Kryostat CM 1900     Leica, Bensheim 

Kühlthermomixer     HLC, Bovenden 

Kunststoffware     Eppendorf, Hamburg 

       Nunc, Wiesbaden 

       Greiner, Frickenhausen 

       Becton Dickinson Labware, USA 

Laborwaage BP 1200     Sartorius, Göttingen  

Lightcycler3Run     Roche, Mannheim 

Lightcycler Kapillaren    Roche, Mannheim 

Mikrowelle Micromat 135    AEG, Nürnberg 

Netzgerät Power Pack P25    Biometra, Göttingen 

Photoprinter XLS 8600PS    Kodak, Rochester, USA 

Radiometer/Photometer IL 1400A   International Light, USA 

Thermo-Cycler Gene E    Techne, Wertheim 

Thermodrucker P 67E    Mitsubishi, Japan 

UV-Stratalinker 2400     Stratagene, Heidelberg  

UV-Transilluminator 312 nm    Renner, Bamberg  

Verdampfer Univapo 100H    MWG Biotech, Ebersberg 

VM920E-Monitor     Hitachi, Japan 

XYZ-Arrayer Omnigrid    Genomic Solutions, USA 

Zentrifugen      Eppendorf, Hamburg 

       Heraeus, Hanau 

       Sorvall Du Pont, Bad Homburg 
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2.1.8 Kits 

cDNA-Synthese-Kit     Stratagene, USA 

CyScribe First-Strand cDNA Labelling Kit  Amersham, Braunschweig 

DNA-Ligation-Kit     TaKaRa Biomedicals, Japan  

Fail Safe Kit      Biozym, Hamburg 

In Situ Cell Proliferation Kit, FLUOS  Roche Diagnostics, Penzberg 

1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR  Roche Diagnostics, Penzberg 

LightCycler Fast Start DNA Master 

SYBR Green I Kit     Roche Diagnostics, Penzberg 

Nucleospin-Extract-Kit    Macherey & Nagel, Düren 

pGEM-T-Ligationskit     Promega, Mannheim  

Plasmid Midi- und Maxipräparationskit  Qiagen, Hilden 

Plasmid Minipräparationskit    Macherey & Nagel, Düren 

Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit  MBI Fermentas, St. Leon-Roth 

 

 

2.1.9 Oligonukleotide 

Die Oligonukleotide für PCR-Analysen wurden von der Firma Metabion (Planegg-

Martinsried) synthetisiert. 

 

Analyse der transgenen Nachkommen der Linie K5/GM-CSF Ag 

Keratin-5-Primer: 5’-ATG AAG ACA GCG TTT GCA CCC-3’; Position 1122 bis 

1142; GenBank Accession Nr.: Z32746 (Casatorres et al., 1994). 

Murine-GM-CSF-cDNA-Primer: 5’-CTG GCT GTC ATG TTC AAG GCG-3’; 

Position 218 bis 198; GenBank Accession Nr.: X05906 (Gough et al., 1984). 

 

Analyse der transgenen Nachkommen der Linie K10/GM-CSF Ant 

Keratin-10-Primer: 5’-TAA CAC ATG TGG GAT ACA CCC-3’; Position 1021 

bis 1042; GenBank Accession Nr.: X02870 (Rieger et al., 1985). 

Murine-GM-CSF-cDNA-Primer: 5’-CTG GCT GTC ATG TTC AAG GCG-3’; 

Position 218 bis 198; GenBank Accession Nr.: X05906 (Gough et al., 1984). 
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Generierung ausgewählter Sonden für den Microarray 

 β-Actin-for: 5’-CTG GGC CGC TCT AGG CAC CA-3’; Position 25 bis 44;

 GenBank Accession Nr.: X03765 (Alonso et al., 1996). 

 β-Actin-rev: 5’-TAG CCC TCG TAG ATG GGC ACA G-3’; Position 428 bis 

407; GenBank Accession Nr.: X03765 (Alonso et al., 1996). 

 

 B7.1-for: 5’-CAA GTT TCC ATG TCC AAG GC-3’; Position 99 bis 118; 

GenBank Accession Nr.: AF065893 (Ma und Teuscher, 1999). 

 B7.1-rev: 5’-TTC AGATTC AGG ATC CTG GG-3’; Position 654 bis 635;  

  GenBank Accession Nr.: AF065893 (Ma und Teuscher, 1999). 

 

 B7.2-for: 5’-GAT CTC AGA TGC TGT TTC CG-3’; Position 89 bis 109;  

  GenBank Accession Nr.: AF065897 (Ma und Teuscher, 1999). 

 B7.2-rev: 5’-TCC CGC TCT AAC TTA GAG GC-3’; Position 884 bis 863;  

  GenBank Accession Nr.: AF065897 (Ma und Teuscher, 1999). 

 

Bad-for: 5’-CAG GGA GGT GTC ATT AAC CC-3’; Position 378 bis 398;  

GenBank Accession Nr.: L37296 (Yang et al., 1995).  

Bad-rev: 5’-CCA GGA CTG GAT AAT GCG CG-3’; Position 1041 bis 1021;  

GenBank Accession Nr.: L37296 (Yang et al., 1995). 

 

Bak-for: 5’-ATT CAG GTG ACA AGT GAC GG-3’; Position 212 bis 232;  

GenBank Accession Nr.: Y13231 (Ulrich et al., 1997). 

Bak-rev: 5’-GAG AGA GGT TTA GTC CAG CC-3’; Position 940 bis 920;  

GenBank Accession Nr.: Y13231 (Ulrich et al., 1997). 

 

Bax-for: 5’-ATG GAC GGG TCC GGG GAG CA-3’; Position 1 bis 21;  

GenBank Accession Nr.: L22472 (Oltvai et al., 1993). 

Bax-rev: 5’-CTT CTT CCA GAT GGT GAG CG-3’; Position 570 bis 551;  

GenBank Accession Nr.: L22472 (Oltvai et al., 1993). 
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Bcl2-for: 5’-AGA ACA GGG TAT GAT AAC CG-3’; Position 1836 bis 1856;  

GenBank Accession Nr.: M16506 (Negrini et al., 1987). 

Bcl2-rev: 5’-TAT CCT CGA TCC AGG TGT GC-3’; Position 2386 bis 2366;  

GenBank Accession Nr.: M16506 (Negrini et al., 1987). 

 

Bcl3-for: 5’-GAT GCC CAT TTA CTC TAC CC-3’; Position 245 bis 264;  

GenBank Accession Nr.: M90397 (Bhatia et al., 1992). 

Bcl3-rev: 5’-TCT TGA GGC TAC TGT CAG CC-3’; Position 990 bis 971;  

GenBank Accession Nr.: M90397 (Bhatia et al., 1992). 

 

Bcl10-for: 5’-ACT GAA GTG AAG AAG GAC GC-3’; Position 118 bis 137;  

GenBank Accession Nr.: AJ006289 (Willis et al., 1998). 

Bcl10-rev: 5’-GAC GCC ATA GAG CAG AAG AAG GG-3’; Position 587 bis 

568; GenBank Accession Nr.: AJ006289 (Willis et al., 1998). 

 

Bclx-for: 5’-GCT AAA CAC AGA GCA CC-3’; Position 166 bis 186;  

GenBank Accession Nr.: L35049 (Gonzalez-Garcia et al., 1994). 

Bclx-rev: 5’-GAG CAC AAA AGT GTC CC-3’; Position 825 bis 805;  

GenBank Accession Nr.: L35049 (Gonzalez-Garcia et al., 1994). 

 

 BimEL-for: 5’-GAA GGT GGA CAA TTG CAG CC-3’; Position 43 bis 62;  

  GenBank Accession Nr.: AF032459 (O’Connor et al., 1998). 

 BimEL-rev: 5’-ACC AGA CGG AAG ATA AAG CG-3’; Position 575 bis 555;  

  GenBank Accession Nr.: AF032459 (O’Connor et al., 1998). 

 

 cdk6-for: 5’-TAT GGG AAG GTG TTC AAG GC-3’; Position 125 bis 144;  

  GenBank Accession Nr.: AF132483 (Thomas et al., 1999). 

 cdk6–rev: 5’-TTG GAA TGA AAA GCC TGC CG-3’; Position 825 bis 806;  

  GenBank Accession Nr.: AF132483 (Thomas et al., 1999). 

 

 c-rel-for: 5’-GAC AAC AAC CGG ACA TAC CC-3’; Position 524 bis 543;  

  GenBank Accession Nr.: X15842 (Grumont und Gerondakis, 1989). 
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 c-rel–rev: 5’-AAACAATGG CTA CTT GGC GG-3’; Position 1133 bis 1114;  

  GenBank Accession Nr.: X15842 (Grumont und Gerondakis, 1989). 

 

 Cyclin A2-for: 5’-CAG TCA GTA AAC AGC CTG CC-3’; Position 372 bis 391;  

  GenBank Accession Nr.: X75483.1 (Sweeny et al., 1996). 

 Cyclin A2-rev: 5’-CAA CCT TAC AGT TTG CAG GC-3’; Position 1079 bis 

1060; GenBank Accession Nr.: X75483.1 (Sweeny et al., 1996). 

 

 Cyclin B-for: 5’-AAC AGT GCC TCT GAA AAG GG-3’; Position 262 bis 281;  

  GenBank Accession Nr.: X58708 (Paterno und Downs, 1992). 

 Cyclin B-rev: 5’-AGC TCC ATG AGG TAT TTG GC-3’; Position 1065 bis 1046;  

  GenBank Accession Nr.: X58708 (Paterno und Downs, 1992). 

 

 Fas-for: 5’-AGT GGA AAC AAA CTG CAC CCT G-3’; Position 379 bis 400;  

  GenBank Accession Nr.: M83649 (Watanabe-Fukunaga et al., 1992). 

 Fas-rev: 5’-CTG GAG GTT CTA GAT TCA GGG-3’; Position 672 bis 652;  

  GenBank Accession Nr.: M83649 (Watanabe-Fukunaga et al., 1992). 

 

 FasL-for: 5’-TTT TTC ATG GTT CTG GTG GC-3’; Position 377 bis 396;  

  GenBank Accession Nr.: U06948 (Takahashi et al., 1994). 

 FasL-rev: 5’-TAG ACC TTG TGG TTT AGG GG-3’; Position 753 bis 733;  

  GenBank Accession Nr.: U06948 (Takahashi et al., 1994). 

 

 IκB-β-for: 5’-GGG AAA ACT GCG GAT GCC GA-3’; Position 95 bis 114;  

  GenBank Accession Nr.: U19799 (Ghosh et al, 1995). 

 IκB-β-rev: 5’-TGA CAG CTA CAT GGA GTG GG-3’; Position 719 bis 700;  

  GenBank Accession Nr.: U19799 (Ghosh et al, 1995). 

 

 p15-for: 5’-AGA TCC CAA CGC CCT GAA C-3’; Position 239 bis 257;  

  GenBank Accession Nr.: BC002010 (Strausberg, 2001). 

 p15-rev: 5’-GCT TCA AGG TGA GGC TCA AG-3’; Position 745 bis 726:  

  GenBank Accession Nr.: BC002010 (Strausberg, 2001). 
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 p18-for: 5’-ATG GAT TTG GGA GAA CTG CG-3’; Position 182 bis 201;  

  GenBank Accession Nr.: U19596 (Hirai et al., 1995). 

 p18-rev: 5’-TTC TTC CAT AGA ACC TGG CC-3’; Position 527 bis 507;  

  GenBank Accession Nr.: U19596 (Hirai et al., 1995). 

 

 p19-for: 5’-TCT GGA AGA AGT CTG CGT CG-3’; Position 33 bis 52;  

  GenBank Accession Nr.: U20497 (Hirai et al., 1995). 

 p19-rev: 5’-TGT CCA ACA CAC CAA AAG GG-3’; Position 723 bis 704;  

  GenBank Accession Nr.: U20497 (Hirai et al., 1995). 

 

 p21-for: 5’-GTG ATG TCC GAC CTG TTC CG-3’; Position 106 bis 125;  

  GenBank Accession Nr.: U24173 (El-Deiry et al., 1995). 

 p21-rev: 5’-TTG CAG AAG ACC AAT CTG CG-3’; Position 559 bis 540;  

  GenBank Accession Nr.: U24173 (El-Deiry et al., 1995). 

 

 p27-for: 5’-AAC GTG AGA GTG TCT AAC GG-3’; Position 6 bis 26;  

  GenBank Accession Nr.: U09968 (Polyak et al., 1994). 

 p27-rev: 5’-TTA CGT CTG GCG TCG AAG GC-3’; Position 594 bis 574;  

  GenBank Accession Nr.: U09968 (Polyak et al., 1994). 

 

 p50-for: 5’-AGA GCA ACC AAA ACA GAG GG-3’; Position 426 bis 445;  

  GenBank Accession Nr.: M57999 (Ghosh et al., 1990). 

 p50-rev: 5’-GCT TTG CTA TCA TAG ATG GC-3’; Position 1016 bis 997;  

  GenBank Accession Nr.: M57999 (Ghosh et al., 1990). 

 

 PECAM-for: 5’-GGA CCA GCT GCA CAT TAG GT-3’; Position 812 bis 831;  

  GenBank Accession Nr.: NM008816 (Xie und Muller, 1993). 

 PECAM-rev: 5’-AAT GGC AAT TAT CCG CTC TG-3’; Position 1512 bis 1493;  

  GenBank Accession Nr.: NM008816 (Xie und Muller, 1993). 
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 relA-for: 5’-AGG AAC AGT TCG AAT CTC CC-3’; Position 267 bis 286; 

  GenBank Accession Nr.: M61909 (Nolan et al., 1991). 

 relA-rev: 5’-AAG TAC TGG AAC TCC ATG GG-3’; Position 926 bis 907;  

  GenBank Accession Nr.: M61909 (Nolan et al., 1991). 

 

 relB-for: 5’-TTA AGG AGA ACG GCT TTG GC-3’; Position 161 bis 180;  

  GenBank Accession Nr.: M83380 (Ryseck et al., 1992). 

 relB-rev: 5’-ACT TCT TGT CGT AGA CAG GC-3’; Position 856 bis 737;  

  GenBank Accession Nr.: M83380 (Ryseck et al., 1992). 

 

Vektorspezifische Primer  

 T7: 5’-AAT ACG ACT CAC TAT AG-3’ 

 SP6: 5’-GAT TTA GGT GAC ACT ATA G-3’ 

 

Verifizierung der Microarray-Daten mittels Real-Time-PCR 

Keratin6-for: 5’-ACC TGC AAG CTG CTA TTG CT-3’; 

GenBank Accession Nr.: NM008476 (Takahashi et al., 1998). 

Keratin6-rev: 5’-TCA ACC TGC ACT CCT CTC TCC T-3’;  

GenBank Accession Nr.: NM008476 (Takahashi et al., 1998). 

 

BMP9-for: 5’-TGA GTC CCA TCT CCA TCC TC-3’; Position 1799 bis 1818; 

GenBank Accession Nr.: AF188286 (Celeste, 1999). 

BMP9-rev: 5’-ATG CAG GAC CGT ACC AGA AC-3’; Position 1958 bis 1939; 

GenBank Accession Nr.: AF188286 (Celeste, 1999).  

 

HPRT-for: 5’-GTT GGA TAC AGG CCA GAC TTT CTT-3’; Position 601 bis 

621; GenBank Accession Nr.: NM013556 (Konecki et al., 1982). 

HPRT-rev: 5’-GAT TCA ACT TGC GCT CAT CTT AGG-3’; Position 763 bis 

740; GenBank Accession Nr.: NM013556 (Konecki et al., 1982). 
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TGF-β1-for: 5’-TTG CTT CAG CTC CAC AGA GA-3’; Position 1719 bis 1738; 

GenBank Accession Nr.: NM011577 (Derynck et al., 1986). 

TGF-β1-rev: 5’-TGG TTG TAG AGG GCA AGG AC-3’; Position 1901 bis 1882; 

GenBank Accession Nr.: NM011577 (Derynck et al., 1986). 

 

 

2.1.10 Benutzte Puffer und Medien 

50 x TAE-Puffer (Elektrophorese-Puffer): 2 M Tris/HCl 

 50 mM EDTA 

 57,1 ml/l Essigsäure 96% 

 pH 8,0  

  

 

20 x SSC: 

 

3 M NaCl 

 0,3 M Tri-Natriumcitrat 

 pH 7,0  

  

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCl, pH 8 

 1 mM EDTA 

  

2 x RNA-Probenpuffer: 56% Formamid (v/v), deionisiert 

 12% 10 x MOPS-Puffer (v/v) 

 16% Formaldehyd (v/v) 

 8% dH2O (v/v) 

 8% Glycerin (v/v) 

 0,01% Bromphenolblau (w/v) 

 1% Ethidiumbromid (v/v) 

  

10 x MOPS-Puffer: 200 mM MOPS 

 50 mM Natriumacetat 

 10 mM EDTA 

 pH 7,0  
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10 x Phosphate Buffered Saline (PBS): 1,5 M NaCl 

 1 M Natriumphosphat (pH 7,2) 

 pH 7,2  

  

LB-Medium: 10 g/l NaCl 

 10 g/l Casein 

 5 g/l Hefeextrakt 

 pH 7,5  

  

LB-Amp-Medium: 1l LB-Medium 

 50 mg Ampicillin 

  

LB-Agar: LB-Medium plus 15 g/l Agar 

  

DNA-Ladepuffer (10x): 30% Ficoll 

 7,5% SDS 

 200 mM EDTA 

 100 mM Tris-HCl  

pH 7,5 

 0,125 % Bromphenolblau 
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2.2 Methoden  
2.2.1 Molekularbiologische Methoden 

 

2.2.1.1 DNA-Präparation 

Proteinase-K-Puffer:   100 mM Tris-HCl, pH 8,4 

     200 mM NaCl 

     10 mM EDTA 

     0,2% SDS 

 

Für die Isolierung genomischer DNA wurden Schwanz- oder Ohrbiopsien von Mäusen mit 

Proteinase K über Nacht bei 55°C verdaut. Die Proteinase-K-Stocklösung (20 mg/ml in 

Proteinase-K-Puffer) wurde dazu im Verhältnis 1:40 mit Proteinase-K-Puffer verdünnt. 10 

µl dieser Lösung wurden für eine Ohrbiopsie, 30 µl für eine Schwanzbiopsie eingesetzt. 

Für eine PCR wurden etwa 0,3% der verdauten Ohr- bzw. Schwanzbiopsie verwendet. 

 

2.2.1.2 Plasmidisolierung/alkalische Lyse (Birnboim und Doly, 1979) 

Zur schnellen Klonanalyse wurde die Plasmid-DNA durch alkalische Lyse aus den 

Bakterienzellen isoliert (Birnboim und Doly, 1979). Dazu wurde das NucleoSpin-Extrakt-

Kit (Machery-Nagel, Düren) verwendet. Zur Gewinnung größerer Mengen von Plasmid-

DNA wurde das Plasmid Midipräparationskit (QIAGEN, Hilden) benutzt. Bei der 

Plasmidisolierung wurde gemäß der Angaben der Hersteller vorgegangen. 

 

2.2.1.3 DNA-Restriktion und DNA-Gelelektrophorese 

Die enzymatische Restriktion von DNA wurde entsprechend den Angaben des Herstellers 

durchgeführt. Um die DNA-Moleküle nach ihrer Größe aufzutrennen, wurden horizontale 

Agarosegele gegossen, deren Konzentration zwischen 0,8% und 1,5% variierte (Sambrook 

et al., 1989) und die 0,1 µg/ml Ethidiumbromid enthielten. Vor dem Beladen des Gels 

wurden die Proben mit 1/10 Volumen des zehnfachen DNA-Auftragspuffers vermischt. 

Als Molekulargewichtsstandard diente ΦX174-DNA (MBI Fermentas, St. Leon-Roth).  
Die Elektrophorese erfolgte bei 4 Volt/cm Elektrodenabstand. Das Gel wurde anschließend 

auf einem UV-Transilluminator (Renner, Bamberg) betrachtet und mit einem digitalen 
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Kamerasystem dokumentiert (Cybertech CSI, VM920E-Monitor, Hitachi, Japan; P67E-

Printer, Mitsubishi, Japan). 

 

2.2.1.4 Klonierung der DNA-Fragmente 

Nach der Trennung der Banden durch Elektrophorese wurden die spezifischen Banden 

präzise unter dem UV-Transilluminator mit einem sauberen Skalpell aus dem Agarosegel 

geschnitten. Das ausgeschnittene DNA-Gelstück wurde in ein Einwegreaktionsgefäß 

überführt. Die Aufreinigung der DNA erfolgte mit dem Kit NucleoSpin®Extract 2in1 

(Machery-Nagel, Düren). Bei der DNA-Isolierung wurde gemäß den Angaben des 

Herstellers vorgegangen.  

Die Ligation der Insert-DNA mit dem pGEM-T-Vektor erfolgte nach Anleitung des 

pGEM®-T Vector System I (Promega, Mannheim). Es wurden 3 µl des PCR-Produkts ein-

gesetzt. Die Ligationsreaktion erfolgte über Nacht bei 16°C im Wasserbad (Sambrook et 

al., 1989). 

Alternativ wurde eine schnellere Ligationsreaktion mit dem DNA Ligation Kit Ver.1 

(TaKaRa Biomedicals, Japan) nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Für die Trans-

formation der kompetenten Bakterien wurden 10 µl von jedem Ligationsansatz genommen. 

Die Präparation und Transformation von E. coli JM 105 (Yanish-Perron et al., 1985) 

erfolgte nach einer von Hanahan entwickelten Methode (Hanahan, 1983; Sambrook et al., 

1989). 

 

2.2.1.5 Polymerasekettenreaktion (PCR) (Saiki et al., 1985) 

Bestimmung der Transgenität 

Die PCR zur Bestimmung der Transgenität wurde mit dem Fail Safe Kit (Biozym, 

Hamburg) durchgeführt. Dabei wurden jeweils 25 µl des Puffergemischs D, 1 pM von 

jedem Primer und 0,4 µl des Enzyms eingesetzt. Für die PCR mit genomischer DNA 

wurden 0,3% DNA des Proteinase-K-Verdaus benutzt (vgl. Kapitel 2.2.1.1, S. 28). 

Entsprechend der Linie wurden die Primerpaare Keratin 5/GM-CSF und Keratin 10/GM-

CSF verwendet. Die Proteinase K wurde durch eine dreiminütige Denaturierung (95°C) 

inaktiviert. Die Bedingungen waren bei 35 Zyklen für beide Linien identisch: 
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Denaturierung: 30 s bei 95°C 

Annealing: 45 s bei 59°C 

Elongation: 55 s bei 72°C 

 

Generierung der Sonden für den Microarray 

Für die PCR zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten aus Plasmid-DNA wurden 1 ng 

DNA, je 1 pM der vektorspezifischen Primer Sp6 und T7, 0,25 mM dNTPs, 1 U Taq-

Polymerase und der dazugehörige spezifische Puffer für die Taq-Polymerase verwendet. 

Zunächst erfolgte eine einminütige Denaturierung (95°C), dann in 35 Zyklen folgendes 

Protokoll: 

Denaturierung: 30 s bei 95°C 

Annealing: 45 s bei 58°C 

Elongation: 55 s bei 72°C 

 

1 µl des PCR-Produktes wurde in 35 Zyklen weiter amplifiziert: 

Denaturierung: 30 s bei 95°C 

Annealing: 45 s bei 59°C 

Elongation: 55 s bei 72°C 

 

 

2.2.1.6 Ethanol-Fällung 

Die DNA-Probe wurde mit 0,3 M Na-Acetat und dem zwei- bis dreifachen Volumen an 

absolutem Ethanol versetzt. Die Fällung erfolgte über Nacht bei -20°C. Am nächsten Tag 

wurde die DNA bei 13.000 U/min und 4°C für 40 Minuten pelletiert. Das DNA-Pellet 

wurde zur Entfernung überschüssiger Salze mit 1 ml 70%igem Ethanol gewaschen. Das 

trockene Pellet wurde in 25 µl H2O aufgenommen. 

 

2.2.1.7 Isolierung von RNA aus Geweben 

Um Kontaminationen mit RNasen zu vermeiden, wurden alle Lösungen, die bei Arbeiten 

mit RNA verwendet wurden, vor Gebrauch mit 0,1% DEPC versetzt und anschließend 

autoklaviert. Geräte wurden, soweit möglich, bei 180°C für vier Stunden gebacken. 
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Die Präparation von Gesamt-RNA aus der Haut von Wildtyp- und transgenen Mäusen 

erfolgte nach einem Protokoll, das auf der von Chomczynski und Sacchi (Chomczynski 

und Sacchi, 1987) beschriebenen Methode basiert. 

Hierzu wurde unter flüssigen Stickstoff pulverisiertes Gewebe in 1 ml TRI-Reagent 

(Sigma, Deisenhof) durch Vortexen suspendiert und nach fünfminütiger Inkubation bei 

Zimmer-temperatur mit 200 µl Chloroform versetzt. Nach Durchmischung der Probe und 

einer weiteren Inkubation bei RT für 15 Minuten wurde diese bei 12.000 g (4°C) für 10 

Minuten zentrifugiert und die Gesamt-RNA des wässrigen Überstandes mittels Isopropanol 

(1 ml Isopropanol pro 1 ml TRI-Reagent) gefällt. Die Nukleinsäure wurde durch 

Zentrifugation für mindestens zehn Minuten bei 12.000 g (4°C) pelletiert. Die RNA wurde 

mit 70%igem Ethanol gewaschen, anschließend getrocknet und kurz bei 65°C in DEPC-

Wasser gelöst. 

Die quantitative Bestimmung der RNA erfolgte mittels photometrischer Messungen, die 

Feststellung der RNA-Qualität mittels einer Formaldehyd-Gelelektrophorese (Sambrook et 

al., 1989). 

 

2.2.1.8 Reverse Transkription 

Die reverse Transkription erfolgte mit dem Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit 

(MBI Fermentas, St. Leon-Roth) entsprechend der Angaben im Protokoll. Es wurden 

jeweils 3 µg Gesamt-RNA eingesetzt. 

 

2.2.1.9 Fluoreszenzmarkierung von cDNA 

Die direkte Fluoreszenzmarkierung der cDNA erfolgte nach dem Protokoll des CyScribe 

First-Strand cDNA Labelling Kit (Amersham, Braunschweig).  

Zur Aufreinigung der cDNA wurde die mRNA zunächst durch eine alkalische Behandlung 

mit 2 µl 2,5 M NaOH degradiert. Durch Zugabe von 10 µl 2 M HEPES wurde die Probe 

neutralisiert. Die Proben wurden mit dem PCR-Aufreinigungskit NucleoSpin® Extrakt 2 in 

1 (Machery und Nagel, Düren) nach den Angaben des Herstellers aufgereinigt. Die Elution 

erfolgte mit 30 µl Elutionspuffer. Die eluierte cDNA wurde danach im Verdampfer 

Univapo 100H (MWG Biotech, Ebersberg) auf ein Volumen von 10 µl eingeengt. 
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2.2.1.10 Fluoreszenzgelelektrophorese von cDNA 

Zur Überprüfung der Fluoreszenzmarkierung (vgl. Kapitel 2.2.1.9, S. 31) wurde ein 

1%iges Agarosegel auf einen Objektträger gegossen. Als Puffer für Gele und Kammern 

dienten dabei TAE-Puffer. 

Nachdem von jeder Probe 0,5 µl in ein eingestanztes Loch aufgetragen worden war, 

erfolgte die Elektrophorese bei 4 V/cm Elektrodenabstand unter Abschirmung gegen 

Tageslicht. Das Gel wurde mit dem Scanner GeneTacTM (Genomic Solutions, USA) auf 

vorhandene Fluoreszenzsignale untersucht. 

 

2.2.1.11 cDNA-Microarray 

Zur Herstellung der Microarrays wurden mit Gamma-Aminopropyl-Silan beschichtete 

Objektträger (GAPS II; Corning Incorporated, USA) verwendet. Die zu spottenden Proben 

hatten eine Konzentration von 500 bis 600 ng/µl und wurden mit dem Spotting-Puffer in 

96-Loch-Platten auf eine Endkonzentration von 250 bis 300 ng/µl eingestellt. Pro Spotting-

Durchgang wurden 15 µl jeder verdünnten Probe benötigt. 

 

Spotting-Puffer: 

3 x SSC 

1,5 M Betain (N,N,N-Trimethylglycerin) 

 

Die Platte mit den Proben wurde zentrifugiert (2.000 x g; fünf Minuten), um zu gewähr-

leisten, dass sich die Proben am Boden der einzelnen Wells befanden. Gespottet wurde mit 

einem XYZ-Arrayer (OmniGridTM, Genomic Solutions, USA). Die cDNA-Sonden wurden 

doppelt nebeneinander in vier Subarrays gedruckt. Die Spots lagen dabei in einem Abstand 

von 150 µm (gemessen vom Zentrum eines Spots). Die Objektträger wurden über Nacht 

bei Raumtemperatur unter staubfreien Bedingungen gespottet. 

Die Grenzen des Arrays wurden mit einem Diamantschreiber markiert. Dann wurden die 

Objektträger mit der Oberseite nach unten für einige Sekunden über Wasserdampf 

rehydriert und etwa drei Sekunden auf einer 80°C heißen Platte getrocknet. Direkt im 

Anschluss daran erfolgte die Befestigung der cDNA an der beschichteten Glasoberfläche 

durch UV-Bestrahlung (650 x 100 uJ). 
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Anschließend wurden die Objektträger 15 Minuten mit einer frisch angesetzten Blocking-

Lösung behandelt. 

 

Blocking-Lösung: 

6 g   Bernsteinsäure-Anhydrid  

325 ml  1-Methyl-2-Pyrrolidinon 

15 ml   Natrium-Borat (1 M; pH 8) 

 

Zur Denaturierung wurden die Arrays zwei Minuten mit 95°C heißem Wasser gewaschen. 

Nach kurzem Eintauchen in 95%iges Ethanol (zur Dehydrierung) wurden die Objektträger 

zum Trocknen nochmals zentrifugiert (500 rpm; fünf Minuten). Die Aufbewahrung bis zur 

Hybridisierung erfolgte unter staubfreien Bedingungen bei Zimmertemperatur. 

 

2.2.1.12 Hybridisierung auf den Microarray 

Die beiden mit Cy5 bzw. Cy3 markierten Wildtyp- bzw. transgenen cDNAs wurden ge-

mischt und mit je 1 µl Poly-(A)-Nukleotiden (Metabion, Planegg-Martinsried), 1 µl Cot1 

und 20 µl vorgewärmtem (37°C) Hybridisierungspuffer (ULTRAhyb, Ambion, USA) zehn 

Minuten bei 80°C inkubiert. Danach wurde diese Mischung luftblasenfrei auf den 

vorbereiteten, gespotteten und gewaschenen Objektträger gegeben und mit einem 

Deckgläschen abgedeckt. Die Hybridisierung erfolgte über Nacht in einer dunklen und 

feuchten Kammer bei 42°C im Hybridisierungsofen RPN2510 (Amersham Pharmacia 

Biotech, UK). Das Waschen der über Nacht hybridisierten Objektträger erfolgte nach den 

Angaben des Chipherstellers (Corning Incorporated, USA). 

 

2.2.1.13 Fluoreszenz-Detektion 

Die Detektion der Fluoreszenzsignale erfolgte mit dem Scanner GeneTacTM LS4 (Genomic 

Solutions, USA) und die Analyse mit der dazugehörigen Software GeneTacTM Biochip 

Analyzer. 
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2.2.1.14 Lightcycler Real-Time-PCR 

Aus der Haut der Versuchsmäuse wurde, wie in Kapitel 2.2.1.7 (S.30) beschrieben, RNA 

isoliert. Die Synthese von cDNA erfolgte mit dem 1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-

PCR (Roche Diagnostics, Penzberg). Dabei wurde 1 µg Gesamt-RNA eingesetzt, als 

Primer dienten Oligo-p(dt)15. Anschließend wurde die cDNA im Verhältnis 1:5 verdünnt 

und als Template für den Reaktionsansatz im Lightcycler verwendet. Die Primer wurden in 

einer Konzentration von 10 pmol/µl eingesetzt. Gearbeitet wurde mit dem LightCycler 

Fast Start DNA Master SYBR Green I Kit (Roche Diagnostics, Penzberg).  

 

Lightcycler PCR-Ansatz 

10,4 µl  dH2O 

1,6 µl   MgCl2 

2 µl  Primer for 

2 µl  Primer rev 

2 µl  LightCycler Fast Start DNA Master SYBR Green I 

2 µl  cDNA 

Der PCR-Ansatz wurde in Lightcycler-Kapillaren (Roche Diagnostics, Mannheim) 

pipettiert, bei 2.000 x g abzentrifugiert und im Lightcycler (LightCycler3Run, Roche Mo-

lecular Biochemicals, Mannheim) nach folgendem Protokoll weiterverarbeitet: 

 

Lightcycler-Protokoll 

Nach zehnminütiger Denaturierung bei 95°C wurde folgendes Protokoll in 45 Zyklen 

wiederholt: 

Denaturierung: 10 s bei 95°C 

Annealing: 5 s bei 62°C 

Elongation: 12 s bei 72°C 

Abschließend wurde noch die Schmelzkurve (65°C für 20 Sekunden) erstellt. Die RT-PCR 

wurde durch die erfolgte Schmelzkurvenanalyse auf dem Bildschirm kontrolliert. Für die 

Überprüfung der gewünschten Produktgröße wurde ein 1%iges Agarosegel gegossen. Um 

sicher zu sein, ob die Ergebnisse stimmen, wurden jeweils Doppelbestimmungen durch-

geführt. Die Auswertung erfolgte mit der dazugehörigen Lightcycler Software Version 3.39 

(LightCycler3Run, Roche, Mannheim). 
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2.2.2 Histologische Methoden 

 

2.2.2.1 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Eosinlösung:    0,1% Eosin in 70%igem Ethanol 

 

Nach Fixierung in 4% Paraformaldehyd in PBS für 20 Minuten wurden die Präparate 

dreimal in PBS gewaschen. Die Färbung durch Hämatoxylin erfolgte für fünf bis 20 

Minuten (je nach Qualität der Färbelösung). Nach fünfminütigem Waschen und der 

Differenzierung unter fließendem Leitungswasser wurden die Präparate eine Minute lang 

mit Eosin gefärbt. Die so behandelten Präparate wurden in einer Alkoholreihe (70%igem, 

90%igem und absolutem Ethanol) je eine Minute dehydriert, anschließend in Xylol 

überführt und mit Entellan und Deckgläsern eingedeckt. 

 

2.2.2.2 May-Grünwald-Giemsa-Färbung (MGG) 

Giemsa-Arbeitslösung:  Giemsa-Stocklösung wurde 1:20 in Wasser verdünnt. 

 

Luftgetrocknete Präparate wurden auf einer Färbebank für fünf Minuten mit May-

Grünewald-Lösung beschichtet. Nach Zugabe der gleichen Menge Wasser (pH 7,2) 

wurden die Schnitte erneut für fünf Minuten inkubiert. Die Schnitte wurden zweimal in 

Wasser gewaschen und für 15 Minuten mit Giemsa-Lösung behandelt. Nach erneutem 

Waschen erfolgte die Dehydrierung in einer Alkoholreihe. Die Präparate wurden mit 

Entellan und Deckgläsern eingedeckt. 

 

2.2.2.3 Naphtol AS-D-Chlorazetatesterase-Färbung 

4%-Pararosanilin-HCl (Sigma P 3750) Stocklösung: 0,5 g auf 10 ml dH20 und  

2,5 ml HClconc unter Erwärmung lösen,  

Natriumnitrit (NaNO2) (Roth 8604.1)  30% in dH20 frisch angesetzt   

N-ASD-C (Naphtol-ASD-Chlorazetat) Stocklösung: 1g N-ASD-C (Sigma N 0758) in 

2 ml DiMethylFormamid 

 

100 µl von 4%-Pararosanilin-HCl wurden mit ca. 100 µl von 30%igem Natriumnitrit 

(NaNO2) gemischt, bis sich die Lösung gelb färbte. Die fertige Lösung blieb etwa eine 
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Minute stehen. Dann wurde sie in eine ASD-Küvette geschüttet, mit 50 ml PBS aufgefüllt 

und gut gemischt. Anschließend wurde der pH auf etwa 6,3 mit einem halben Tropfen 

HClconc eingestellt und 50 µl des N-ASD-C-Stocks in die Küvette gegeben, gut gemischt 

und filtriert. In dieser Lösung wurden die Schnitte sowie die Positiv-Kontrolle 30 Minuten 

bei Raumtemperatur inkubiert. Die Kerne wurden mit Hämalaun gegengefärbt. Nach dem 

Waschen und der Differenzierung in Wasser wurden die Schnitte mit aqua polymount 

(Polysciences, USA) eingedeckelt. 

 

 

2.2.3 Immunhistochemische Methoden 

 

2.2.3.1 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

Proteinlysispuffer:  

Tris-HCl  pH 7,4 100 mM 

NaCl   100 mM 

EDTA   5 mM 

Triton X  1% 

Na3VO4  1 mM 

Vor Gebrauch eine Tablette Complete Proteinase Inhibitor Cocktail (Roche, Penzberg) in  

50 ml des Puffers lösen. 

 

Zur Quantifizierung von Zytokinen in der Haut wurden ELISA-Kits verwendet. Für die 

Gewebeextrakte wurde den Mäusen ein ca. 2 cm2 großes, rasiertes Hautstück entnommen, 

das anschließend unter flüssigem Stickstoff zermörsert wurde. Das so entstandene 

Gewebepulver wurde in 4 ml Proteinlysispuffer aufgenommen. Die Proben wurden gut 

gemischt und bei 4°C für 30 Minuten bei 12.000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde für 

den ELISA verwendet. Die Proteinkonzentration wurde mittels Bradford (Bio-Rad, 

München) bestimmt. Der Nachweis von IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-α, TGF-β1, GM-

CSF und IFN-γ mittels ELISA-Kits wurde entsprechend der Anleitung des Herstellers 

durchgeführt. 
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2.2.3.2 BrdU-Markierung proliferierender Zellen 

Für die Markierung von S-Phase-Zellkernen während der Mitose wurde den Mäusen 30 µg 

BrdU (in PBS gelöst) pro Gramm Körpergewicht injiziert. Nach einer Stunde wurden die 

Tiere durch Genickbruch getötet. Aus den entnommenen - ca. 2 cm2 großen - Hautstücken 

wurden 8 µm dicke Gefrierschnitte angefertigt. Die Schnitte wurden bei Raumtemperatur 

für 20 Minuten in 4% PFA (in PBS) fixiert und zweimal für fünf Minuten mit PBS 

gewaschen. Anschließend wurden die Schnitte fünf Minuten lang bei 37°C mit 1x 

Trypsin/EDTA behandelt. Es folgte wiederum eine fünfminütige Behandlung mit 4 M HCl 

bei Raumtemperatur und drei weitere Waschschritte in PBS. 

Entsprechend des „In Situ Cell Proliferation Kit, FLUOS“ (Roche, Penzberg) wurde der 

Anti-BrdU-Antikörper verwendet. Die Inkubation der Schnitte mit dem Antikörper erfolgte 

für zwei Stunden bei 37°C bzw. über Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer. 

Anschließend wurden die Schnitte dreimal gewaschen. Danach wurden sie für eine weitere 

Stunde bei 37°C mit dem Zweitantikörper Rabbit-anti-FITC-AP (Dako Cytomation, 

Dänemark) inkubiert und nochmals gewaschen. Die Signaldetektion wurde mit Fast Red 

(Boehringer, Mannheim) durchgeführt. Anschließend wurden die Kerne mit Hämalaun 

gegengefärbt und die Schnitte mit Aqua Polymount eingedeckelt. Unter dem Mikroskop 

wurde die Anzahl der proliferierenden und der nicht proliferierenden Zellen in der 

Basalschicht der interfollikulären Epidermis ermittelt. 

 

 

2.2.4 UV-B-Karzinogenese-Experimente 

 

2.2.4.1 Akute UV-B-Karzinogenese 

Die Tiere waren zum Zeitpunkt der Bestrahlung etwa zehn Wochen alt. Sie wurden 

einmalig mit einer UV-B-Dosis von 30 kJ/m2 behandelt. Dazu wurden sie mit Avertin 

anästhesiert, auf dem Rücken rasiert und für die Dauer der Bestrahlung auf den Bauch 

gelegt. Augen und Ohren wurden mit Papiertüchern abgedeckt.  

Zu den verschiedenen Zeitpunkten nach der Behandlung wurden die Tiere ebenfalls mit 

Avertin stark betäubt, um Blut durch Herzpunktion gewinnen zu können, das zur Serum- 

bzw. Plasmagewinnung benötigt wurde. Danach wurden die Tiere per Genickbruch getötet. 

Nachgewachsenes Fell wurde nochmals rasiert. Der Rücken wurde dann mit 70%igem 
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Ethanol gereinigt. Es wurden ungefähr 1 cm x 1 cm große Hautproben entnommen, auf 

einem Stück Alufolie gestreckt, mit Einbettungsmedium eingedeckt (Jung, Nussloch) und 

für Kryoschnitte sofort in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Aufbewahrung erfolgte 

bei -80°C. Pro Zeitpunkt wurden jeweils sowohl drei bis vier männliche als auch drei bis 

vier weibliche Tiere analysiert. 

Die restliche bestrahlte Haut wurde ebenfalls entnommen, in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und für weitere molekulare Analysen bei -80°C aufbewahrt. Als Kontrolle 

diente die Haut nicht bestrahlter transgener bzw. Wildtyp-Mäuse. 

 

2.2.4.2 Chronische UV-B-Karzinogenese 

Die Tiere waren zum Beginn des Bestrahlungsexperimentes etwa zehn Wochen alt. In 

regelmäßigen Abständen wurden ihre Rücken rasiert. Zunächst wurden sie vier Wochen 

lang dreimal pro Woche mit einer UV-B-Dosis von 2,5 kJ/m2, dann weitere vier Wochen 

lang dreimal pro Woche mit einer UV-B-Dosis von 5 kJ/m2 und maximal bis zur 30. 

Woche ebenfalls dreimal pro Woche mit einer UV-B-Dosis von 10 kJ/m2 behandelt. Dabei 

wurde für jedes Tier die Anzahl der Papillome und Karzinome einmal pro Woche 

dokumentiert. 

Die Tiere wurden durch eine Überdosis Avertin getötet, wenn sie Tumore auf den Ohren, 

Augen oder dem Rücken entwickelt hatten, spätestens jedoch nach der 30. Woche.  

Die Tumore wurden in zwei Hälften geteilt. Die eine Hälfte wurde in Formalin fixiert und 

für Paraffinschnitte weiterbehandelt, die andere Hälfte wurde mit Eindeckmittel (Jung, 

Nussloch) bedeckt und in flüssigem Stickstoff für die Erstellung von Kryoschnitten 

schockgefroren.  

Die restliche bestrahlte Haut wurde ebenfalls entnommen, in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und für weitere molekulare Analysen bei -80°C aufbewahrt. Als Kontrolle 

diente die Haut nicht bestrahlter transgener bzw. Wildtyp-Mäuse. 

Die Analyse der Papillome und Karzinome erfolgte durch Prof. Dr. Peter Schirmacher 

(Pathologisches Institut, Heidelberg). 
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2.2.5 Bioinformatische Methoden 

 

2.2.5.1 Auswertung der Microarray-Daten 

Die im Analyseprogramm erstellten Daten wurden anschließend in Microsoft-Excel-

Tabellen (Excel 2000-9.0.2812, Microsoft) weiter verarbeitet. Die Normalisierung und 

Auswertung der Daten erfolgte mittels Z Score Transformation (Cheadle, 2003). 

 

2.2.5.2 Auswertung der Lightcycler-Daten 

Die mittels des Analyseprogramms erhaltenen Fit points entsprechen bei jeder Probe einer 

Zykluszahl, bei der ein willkürlich vorausgesetztes Fluoreszenzniveau (= Menge an 

doppelsträngiger DNA) erreicht wurde. Diese Fit-point-Werte wurden mit Excel 2000-

9.0.2812 (Microsoft) weiter verarbeitet. Zur Normalisierung der Werte wurde HPRT als 

Haushaltsgen (HG) verwendet. Die relative Expression wurde mit folgender Formel 

berechnet: 

 
 Relative Expression = 2 (Wert HG-Wert bestimmtes Gen) x 1.000 

 

 

2.2.5.3 Statistik 

Statistische Signifikanzen wurden mit dem Student’s t-Test berechnet. Werte von p < 0,1 

wurden als signifikant betrachtet. 
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3. Ergebnisse 

 

3.1 Chronische UV-B-Karzinogenese  
In der chemisch induzierten Hautkarzinogenese konnte gezeigt werden, dass sowohl Tiere 

mit einer erhöhten (K5/GM-CSF Ag) als auch Tiere mit einer verringerten (K10/GM-CSF 

Ant) GM-CSF-Aktivität in der Haut eine höhere Anzahl an Papillomen (benigne Tumore) 

nach einmaliger Initiation (Applikation des Karzinogens) und dauerhafter Promotion 

entwickelten. Wurde die Rückenhaut nur einmalig initiiert (ohne fortwährende Promotion), 

zeigten lediglich die Tiere mit erhöhter GM-CSF-Aktivität eine deutliche Zunahme der 

Karzinominzidenz (maligne Tumore) (Mann et al., 2001b). In dem im Folgenden 

beschriebenen Experiment sollte die Wirkung einer erhöhten bzw. verringerten GM-CSF-

Aktivität in der Haut während der durch UV-B induzierten Hautkarzinogenese genauer 

untersucht werden. Dazu wurden je zehn Weibchen und zehn Männchen der transgenen 

Mauslinien K10/GM-CSF Ant (Mann et al., 2001b) und K5/GM-CSF Ag (Breuhahn et al., 

2000) sowie der Kontrollgruppe (Wildtyptiere) chronisch bestrahlt: vier Wochen lang 

dreimal pro Woche mit einer UV-B-Dosis von 2,5 kJ/m2, dann weitere vier Wochen 

dreimal pro Woche mit einer UV-B-Dosis von 5 kJ/m2 und anschließend bis maximal zur 

30. Woche ebenfalls dreimal pro Woche mit einer UV-B-Dosis von 10 kJ/m2. Entwickelten 

die Tiere Rücken-, Ohr- oder Augenkarzinome − spätestens jedoch nach 30 Wochen 

wurden sie getötet. Die Rückenhaut und/oder das betroffene Ohr wurden dann entnommen. 

Die Analyse der benignen Läsionen (Dysplasien und Papillome) und malignen Tumore 

(Karzinome) erfolgte durch Prof. Dr. Peter Schirmacher (Pathologisches Institut, 

Heidelberg). Für die Auswertung wurden nur die benignen Läsionen bzw. Karzinome des 

Rückens und/oder der Ohren berücksichtigt. Auf die Augenläsionen wurde nicht näher 

eingegangen. Im Rahmen der kumulativen Auswertung der Tumorexperimente wurde die 

zuletzt gezählte Menge der benignen Läsionen und der malignen Tumore (Karzinome) pro 

Tier fortgeführt und wie in den Abbildungen 3.1 und 3.2 zu jedem Zeitpunkt 

berücksichtigt.  
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3.1.1 Inzidenz der benignen Läsionen 

Abbildung 3.1 zeigt die zeitliche Entwicklung der benignen Läsionen (Dysplasien und 

Papillome) auf der dorsalen Rückenhaut und den Ohren der Versuchstiere. Die Tiere mit 

erhöhter GM-CSF-Aktivität entwickelten vier Wochen vor den Tieren mit verminderter 

GM-CSF-Aktivität und acht Wochen vor der Kontrollgruppe Dysplasien und Papillome 

(Abb. 3.1: Kontrollgruppe: 18. Woche ■; K10/GM-CSF Ant: 14. Woche ■; K5/GM-CSF 

Ag: 10. Woche ■). Die Inzidenz der benignen Läsionen nahm sowohl bei der Kontroll-

gruppe als auch bei beiden transgenen Linien stetig zu. Die GM-CSF überexprimierenden 

Tiere entwickelten benigne Läsionen jedoch im Durchschnitt vier bis fünf Wochen früher 

als die Kontroll- und die Antagonistengruppe. Die Gesamtendzahl der benignen Läsionen 

war bei der Agonistengruppe bis zur 30. Woche mit 2,7 benignen Läsionen pro Tier im 

Vergleich zur Kontroll- (1,3 benigne Läsionen pro Tier) und Antagonistengruppe (1,2 

benigne Läsionen pro Tier) mehr als doppelt so hoch. Obwohl die Antagonistengruppe vier 

Wochen vor der Kontrollgruppe erste benigne Läsionen aufwies, gab es zwischen diesen 

beiden Gruppen keinen signifikanten Unterschied in der Gesamtendzahl der benignen 

Läsionen (Abb. 3.1).  
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Abb. 3.1: Chronische UV-B-Karzinogenese. Anzahl der benignen Läsionen pro Tier der Linien
Keratin 10/GM-CSF Antagonist und Keratin 5/GM-CSF Agonist über 30 Wochen. Sowohl die
Antagonisten- (■) als auch Agonistengruppe (■) wurde jeweils mit der Kontrollgruppe (■) verglichen.
Die Auswertung der Inzidenzen der benignen Läsionen erfolgte kumulativ, d.h., Werte von aus dem
Versuch genommenen Tieren wurden rechnerisch weitergeführt. Die Kontrollgruppe entwickelte erste
benigne Läsionen in der 18. Versuchswoche, die Antagonistengruppe in der 14. und die Agonisten-
gruppe schon in der 10. Versuchswoche. Die Agonistengruppe (■) wies in der 30. Versuchswoche
mehr als doppelt so viele benigne Läsionen auf wie die Antagonisten- (■) und Kontrollgruppe (■). 
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3.1.2 Karzinominzidenz 

Im Gegensatz zur zeitlichen Entwicklung der benignen Läsionen entwickelte die 

Antagonistengruppe erst nach der Kontrollgruppe, die Agonistengruppe vor der Kontroll-

gruppe erste maligne Läsionen (Abb. 3.2: Kontrollgruppe: 14. Woche ■; K10/GM-CSF 

Ant: 18. Woche ■; K5/GM-CSF Ag: 10. Woche ■).  

Bei der Kontrollgruppe (■) stieg die Karzinominzidenz bis zur 25. Bestrahlungswoche 

langsam auf 0,3 Karzinome pro Tier an. Ab der 25. Woche bis Versuchsende nahm die 

Karzinomzahl stark zu: um nochmals 0,7 Karzinome pro Tier.  

Die Antagonistengruppe (■) zeigte bis zur 24. Woche einen flachen Anstieg in der 

Karzinominzidenz (0,45 Karzinome pro Tier). Bis zum Versuchsende nahm die Karzinom-

anzahl um 0,85 Karzinome pro Tier zu  und war damit im Vergleich zur Karzinomanzahl 

der Kontrollgruppe (1 Karzinom pro Tier) mit 1,2 Karzinomen pro Tier leicht erhöht. 
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Abb. 3.2: Chronische UV-B-Karzinogenese. Anzahl der Karzinome pro Tier der Linien Keratin
10/GM-CSF Antagonist und Keratin 5/GM-CSF Agonist über 30 Wochen. Sowohl die
Antagonisten- (■) als auch die Agonistengruppe (■) wurden jeweils mit der Kontrollgruppe (■)
verglichen. Die Auswertung der Karzinominzidenzen erfolgte kumulativ, d.h., Werte von aus dem
Versuch genommenen Tieren wurden rechnerisch weitergeführt. Bei den Kontrolltieren traten die
ersten Karzinome in der 14. Woche auf (■), bei der Antagonistengruppe in der 18. Woche (■) und bei
der Agonistengruppe in der 10. Woche (■). Die Gesamtendzahl der Karzinome war - im Vergleich zur
Kontroll- bzw. Antagonistengruppe - bei der Agonistengruppe um das 2-bis 3-fache erhöht.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bis zur 18. Woche entwickelten sich bei der Agonistengruppe (■) 0,5 Karzinome pro Tier. 

Ein steiler Anstieg auf 2,6 Karzinome pro Tier konnte bis zur 25. Woche verzeichnet 

werden, bis zur 30. Woche flachte die Kurve ab. Gegen Ende des Experimentes hatten die 
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GM-CSF überexprimierenden Tiere 2-bis 3-mal so viele Karzinome (2,7 Karzinome pro 

Tier) wie die Kontrollgruppe (1 Karzinom pro Tier) und die Antagonistengruppe (1,2 

Karzinome pro Tier). Das leichte Abflachen der Kurve (■) lässt sich mit der Höhe der 

Karzinominzidenz und dem schwächeren konstitutionellen Zustand der GM-CSF 

überexprimierenden Tiere erklären. Dies führte dazu, dass sie früher aus dem Versuch 

genommen werden mussten (Abb. 3.3 ■). Man kann demnach davon ausgehen, dass die 

gemessene Anzahl der benignen und malignen Läsionen bei der Agonistengruppe unter der 

tatsächlichen liegt. Im Gegensatz dazu führte eine Überexpression des Antagonisten und 

damit eine verringerte GM-CSF-Aktivität nicht nur zu einer verzögerten Karzinoment-

wicklung (Abb. 3.2 ■), sondern auch zu einem länger andauernden Erhalt des guten 

konstitutionellen Zustandes dieser Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 3.3 ■).  
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Abb. 3.3: Chronische UV-B-Karzinogenese. Anzahl der transgenen und Kontrolltiere im Verlauf des
Experimentes. Es wurde die Überlebensrate der Tiere der Antagonisten- (■), Agonisten- (■) und der
Kontrollgruppe (■) im Verlauf des Experimentes über 30 Wochen verglichen. Dabei wurde deutlich, dass die
Tiere der Agonistengruppe früher der Schwere ihrer benignen und malignen Läsionen erlagen. Im Gegensatz
dazu scheint eine Überexpression des Antagonisten und damit eine verringerte GM-CSF-Aktivität den
konstitutionellen Zustand der Versuchstiere zu verbessern.  
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3.1.3 Konversionsraten der beiden transgenen Linien 

Von beiden transgenen Linien wurde beispielhaft für die 30. Woche die Konversionsrate 

ermittelt, d.h. der Prozentsatz der Papillome auf dem Rücken und den Ohren, die sich zu 

Karzinomen entwickelt hatten. In Abbildung 3.4 ist die relative Konversionsrate darge-

stellt: Die Konversionsraten beider transgener Linien wurden im Vergleich zu der 

Kontrollgruppe dargestellt, deren Wert auf 1 gesetzt wurde.  
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 Abb. 3.4: Chronische UV-B-Karzinogenese. Relative Konversionsraten der Kontrollgruppe
und transgenen Linien nach 30 Versuchswochen. Die Konversionsraten der transgenen Linien
Keratin 10/GM-CSF Antagonist (■) und Keratin 5/GM-CSF Agonist (■) wurden im Vergleich zu
der Kontrollgruppe (■) dargestellt. Der für die Kontrollgruppe errechnete Wert wurde hierbei auf 1
gesetzt. Die Konversionsraten beider transgener Linien waren um das 1,3-fache erhöht.  

 

 

 

 

Die Abbildung 3.4 zeigt eine schwache Zunahme der relativen Konversionsrate um das 

1,3-fache bei beiden transgenen Linien im Vergleich zur Kontrollgruppe. Sowohl eine 

vermehrte als auch eine verringerte Aktivität von GM-CSF führt zu einer Erhöhung der 

Anzahl an benignen Läsionen, welche zu Karzinomen konvertieren. Bei beiden Gruppen 

konvertierten alle benignen Läsionen zu Karzinomen, bei der Kontrollgruppe taten dies nur 

etwa 77% der benignen Läsionen. 
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3.1.4 Klassifizierung der Plattenepithelkarzinome 

UV-B-Strahlung kann sowohl Basaliome als auch Plattenepithelkarzinome verursachen. 

Während der chronischen UV-B-Karzinogenese konnten nur Plattenepithelkarzinome 

(SCC = squamous cell carcinoma) nachgewiesen werden. Diese wurden entsprechend ihrer 

Klassifizierung nach Broders eingeordnet. Broder unterscheidet Plattenepithelkarzinome 

folgendermaßen (Abb. 3.5): 

Grad 1 (G1): Gut differenzierte, vollständig keratinisierte Zellen; invasiv; Keratin Pearls 

(= Hornperlen) existieren. Geringe mitotische Aktivität (Anteil entdifferenzierter 

Tumorzellen < 25%). 

Grad 2 (G2): Invasive, mäßig differenzierte Tumorzellen (Anteil entdifferenzierter Tumor-

zellen < 50%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 3.5: Chronische UV-B-Karzinogenese. Graduierung der Plattenepithelkarzinome nach
Broders. Der Broders-Grad richtet sich nach dem prozentualen Anteil der entdifferenzierten
Keratinozyten. Als Ausdifferenzierungszeichen gelten vor allem Einzelzelldyskeratosen (weiße Pfeile)
und Keratin Pearls (schwarze Pfeile). Das G4-Stadium (D.) zeichnet sich durch einen großen Anteil
nekrotischer Zellen aus. Balken = 100 µm
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Grad 3 (G3): Schlecht differenziert (Anteil entdifferenzierter Tumorzellen < 75%). 

Grad 4 (G4): Wenig differenziert mit geringer Keratinisierung; oft lymphatische Invasion. 

Starke mitotische Aktivität und viele nekrotische Zellen. Oftmals entwickeln sich diese 

Plattenepithelkarzinome zu entdifferenzierten Spindelzellkarzinomen (Anteil entdifferen-

zierter Tumorzellen > 75%). 

 

Die Graduierung wurde von Prof. Dr. Peter Schirmacher (Pathologisches Institut, 

Heidelberg) vorgenommen. Hierzu wurden Hämatoxylin-Eosin-Übersichtsfärbungen von 

allen entnom-menen Karzinomen angefertigt und analysiert. 

Tab. 3.1 zeigt die prozentuale Verteilung an malignen Tumoren in den verschiedenen 

Phasen der Entdifferenzierung. Die transgenen Linien wurden dabei mit den Wildtyptieren 

(= Kontrollgruppe) verglichen. 

 

 

 

 

 
 

 G 1 G 2 G 3 G 4 
 
Kontrollgruppe 
(n = 15) 0,0% 40% 13,4% 46,6% 
 
K10/GM-CSF Antagonist 
(n = 19) 0,0% 15,8% 15,8% 68,4% 
 
K5/GM-CSF Agonist 
(n = 25) 0,0% 41,6% 37,5% 20,9% 

Tab. 3.1: Chronische UV-B-Karzinogenese. Graduierung und Verteilung von Karzinomen aller
untersuchten Versuchsgruppen. Von jeder Gruppe wurden die Karzinome untersucht, die während der
chronischen UV-B-Karzinogenese entstanden. Von der Kontrollgruppe wurden 15 Karzinome analysiert, von
der Antagonistengruppe 19 und von der Agonistengruppe 25 Karzinome. 

 

In der Kontrollgruppe war eine Verteilung der Karzinome auf die Differenzierungsstadien 

Grad 2 bis Grad 4 zu beobachten, schwerpunktmäßig (40% bzw. 46,6%) mit Karzinomen 

im G2- bzw. G4-Stadium: Karzinome, die vor allem aus mäßig differenzierten 

Tumorzellen bestanden (Grad 2), und solche, die einen geringen Differenzierungsgrad mit 

starker mitotischer Aktivität und vielen nekrotischen Zellen aufwiesen (Grad 4). Dagegen 

waren fast 70% aller untersuchten Karzinome der Antagonistengruppe G4-Plattenepithel-
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karzinome mit mehr als 75% entdifferenzierten Tumorzellen. Bei der Agonistengruppe war 

eher eine Tendenz zu Karzinomen mittleren Differenzierungsgrades (41,6% G2- und 

37,5% G3-Plattenepithelkarzinome) zu beobachten.  

Alle analysierten Karzinome wurden den Tieren entnommen, die unter der Last dieser zu 

sterben drohten. Die Entwicklung der Neoplasien führte nicht zwangsläufig durch alle 

Stadien der Entdifferenzierung, bis das Versuchstier aus dem Experiment genommen 

werden musste. So konnten während der wöchentlichen Zählungen der Neoplasien Karzi-

nome beobachtet werden, welche sofort das charakteristische Erscheinungsbild eines G4-

Plattenepithelkarzinoms einnahmen (keine Verkrustung, stark invasiv). Andere Karzinome 

begannen mit geringem Entdifferenzierungsgrad (dicke, verhornende Kruste), um dann 

entweder invasiven Charakter anzunehmen oder aber als Karzinom mit geringem Ent-

differenzierungsgrad zu verbleiben. Auffallend war, dass die den Antagonisten überexpri-

mierenden Tiere vor allem G4-Karzinome entwickelten und diese für sie erst zu einem 

späteren Zeitpunkt letal waren. Dagegen waren für die GM-CSF überexprimierenden Tiere 

schon Karzinome mit einer geringeren Anzahl an entdifferenzierten Tumorzellen (G2) 

letal.  

 

 

 

3.2 Akute UV-B-Karzinogenese 
In der chronischen UV-B-Karzinogenese (Kapitel 3.1) konnte gezeigt werden, dass eine 

Überexpression von GM-CSF zu einem früheren Auftreten und einer erhöhten Inzidenz an 

benignen Läsionen (Dysplasien und Papillome) und malignen Tumoren (Karzinome) führt. 

Außerdem werden die Tiere mit einer erhöhten GM-CSF-Aktivität in der Haut stärker 

durch die chronische UV-B-Strahlung geschwächt und erliegen so früher ihren malignen 

Läsionen. Dagegen verbessert eine verminderte GM-CSF-Aktivität in der Haut den 

konstitutionellen Zustand der Tiere nach UV-B-Bestrahlung. Dies hat jedoch keine 

signifikante Auswirkung auf die Gesamtendzahl der benignen Läsionen und führt lediglich 

zu einer leichten Erhöhung der malignen Tumore im Vergleich zur Kontrollgruppe. 

Allerdings reagiert die Haut dieser transgenen Tiere auf UV-B-Bestrahlung mit einer 

verzögerten Karzinomentwicklung. In dem im Folgenden beschriebenen akuten UV-B-

Karzinogenese-Experiment sollten anhand verschiedener Untersuchungen auf der Gen-, 
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Protein- und Zellebene mögliche Ursachen für die promovierende Wirkung von GM-CSF 

auf die Entwicklung von benignen und malignen Läsionen nach UV-B-Bestrahlung 

gefunden werden. 

 

Pro transgener Mauslinie und Kontrollgruppe wurden je sechs Tiere einmalig mit UV-B 

bestrahlt (30 kJ/m2). Nach unterschiedlichen Zeiträumen wurden die Tiere getötet und es 

wurde dorsale Rückenhaut entnommen. Mittels histologischer Färbungen wurden 

Veränderungen in der Hautstruktur bzw. ihrer Zellularität als mögliche Reaktion auf 

Inflammation und Infiltration detektiert. Des Weiteren wurden die mitotischen Indizes in 

der Basalschicht der Epidermis durch BrdU-Markierung bestimmt. Anhand einer 

Microarray-Analyse wurden Zielgene von GM-CSF ermittelt, die möglicherweise bei der 

durch UV-B induzierten Hautkarzinogenese von Bedeutung sind. Die Verifizierung dieser 

Ergebnisse erfolgte zum einen durch Real-Time-PCR und zum anderen durch die 

Erstellung eines Zytokinprofils der Haut mittels ELISA vor und nach akuter Bestrahlung.  

 

 

3.2.1. Histopathologie der Haut 

 

3.2.1.1 Auswertung der Hämatoxylin-Eosin-Färbung  

Übereinstimmend mit schon veröffentlichten Daten (Breuhahn et al., 2000; Mann et al., 

2001b) zeigte die unbestrahlte Haut von adulten, transgenen Tieren beider transgener 

Linien keine auffallenden Veränderungen in der Dicke der Epidermis im Vergleich zu der 

Kontrollgruppe (Abb. 3.6 A.-C.). Ebenso waren keine Unterschiede in der Anzahl und der 

Morphologie der Haarfollikel zu erkennen. Allerdings wiesen die GM-CSF überexpri-

mierenden Tiere eine erhöhte Zelldichte in der Epidermis und Dermis auf, resultierend aus 

einer größeren Anzahl an Langerhans-Zellen (LC), Mastzellen und Fibroblasten (Breuhahn 

et al., 2000; Abb. 3.6 C.). 

Innerhalb von 24 Stunden nach der UV-B-Bestrahlung konnte sowohl bei der 

Kontrollgruppe als auch bei beiden transgenen Linien eine Reduktion der Zellkerndichte in 

der Dermis und Epidermis, eine erhöhte Vaskularität und die Bildung von Ödemen 

festgestellt werden. Die Epidermisstruktur war bei allen drei Versuchsgruppen (Kontroll-, 

Antagonisten- und Agonistengruppe) weitestgehend zerstört (ohne Abb.). 
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atoxylin-Eosin-Übersichtsfärbung wurde die Architektur der Haut von
 (wt) und GM-CSF-transgenen Tieren zu verschiedenen Zeitpunkten nach
 sind die Hautpräparate von wt (linke Spalte), K10/GM-CSF Ant (mittlere
alte) unbestrahlt (A.-C.), 48 Std. (D.-F.), 96 Std. (G.-I.), und 21 Tage (K.-
ng (30 kJ/m2). Die unbestrahlte Haut der K5/GM-CSF Ag (C.) zeigte eine
ergleich zu der Kontrollgruppe (A.) und den K10/GM-CSF Ant (B.). Nach
idermis und Dermis der K10/GM-CSF Ant noch reduziert (E.). Das Stratum
ke Entzündungsreaktionen einhergehend mit Faserinduktion auf (F.). Bis 96
n Linien eine kontinuierliche Zunahme der Epidermisdicke zu beobachten
M-CSF Ag war stark ödematös und zerstört, mit Zellinfiltraten (I.). Nach

hsgruppen eine Hyperplasie des Stratum corneum und Stratum granulosum
hronisch fibröse Entzündungen (K.-M.). Die Epidermis der K5/GM-CSF

breitflächige, coriale Entzündungen mit Faservermehrung, fokale Erosionen
zellinfiltrationen auf (M.). Balken = 100 µm 
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Nach 48 Stunden wurde in der Dermis der Kontrollgruppe und der GM-CSF 

überexprimierenden Tiere im Gegensatz zu den Tieren der K10/GM-CSF Antagonisten-

gruppe eine Zunahme der Zellkerndichte in der Dermis und Epidermis beobachtet. 

Auffallend waren die starken Entzündungsreaktionen einhergehend mit einer Faser-

induktion und Hyperkeratose im Stratum corneum der K5/GM-CSF Agonistengruppe 

(Abb. 3.6 D.-F.).  

Bis 96 Stunden nach der UV-B-Bestrahlung zeigten sowohl die Kontrollgruppe als auch 

beide transgenen Linien starke hyperplastische Veränderungen der Epidermis verbunden 

mit Hyperkeratose. Dabei war bei der Kontrollgruppe und den Tieren, die den 

Antagonisten überexprimieren, das Stratum corneum mäßig verdickt und intakt. Dagegen 

war das Stratum corneum der K5/GM-CSF Agonistengruppe im Vergleich zur restlichen 

Epidermis stark angeschwollen und wies in den meisten Fällen eine ödematöse, zerstörte 

Struktur mit Zellinfiltraten auf (Abb. 3.6 G.-I.). 

Nach drei Wochen konnte bei allen drei Linien eine Epidermishyperplasie, hervorgerufen 

vor allem durch ein hyperplastisches Stratum corneum und Stratum granulosum, 

beobachtet werden. Vereinzelt zeigte die Epidermis der Kontrolltiere und der transgenen 

Antagonistenlinie fokal betonte, chronische fibröse Entzündungen. Die Epidermis der 

K5/GM-CSF Agonisten wies zusätzlich noch breitflächige, coriale Entzündungen mit 

Faservermehrung, fokale Erosionen und zahlreiche epidermale Entzündungs-

zellinfiltrationen auf (Abb. 3.6 K.-M.).  

 

3.2.1.2 Proliferierende Zellen in der Epidermis 

Weil davon auszugehen war, dass die hyperplastischen und hyperkeratotischen 

Veränderungen nach UV-B-Bestrahlung mit einer erhöhten Keratinozytenproliferation in 

der Epidermis einhergehen, wurde die Proliferationsrate in der Basalschicht der Epidermis 

vor und nach der UV-B-Bestrahlung bestimmt.  

In früheren Studien konnte schon gezeigt werden, dass GM-CSF die 

Keratinozytenproliferation in vitro stimuliert (Hancock et al., 1988; Kupper et al., 1988) 

und dass GM-CSF zum Beispiel nach einer Verwundung hoch reguliert wird und so auch 

die Keratinozytenproliferation in vivo vorantreibt (Mann et al., 2001a). Um den Effekt von 

GM-CSF auf die Keratinozytenproliferation nach akuter UV-B-Bestrahlung 

nachvollziehen zu können, wurde die Anzahl der S-Phase-Nuklei in der Basalschicht der 



3. Ergebnisse 
 

51

Epidermis durch BrdU-Markierung ermittelt. Die Detektion erfolgte mit Hilfe eines anti-

BrdU-Antikörpers. 

Unbestrahlt wies die Proliferationsrate in der Epidermis der K10/GM-CSF 

Antagonistengruppe keinen signifikanten Unterschied zu der der Kontrollgruppe auf 

(Proliferationsrate der Kontrollgruppe: 2,15% ± 0,32%). Dagegen konnte in der Epidermis 

der K5/GM-CSF Agonistengruppe eine bis zu dreifach erhöhte Proliferationsrate 

nachgewiesen werden (Mann et al., 2001a; Breuhahn et al., 2000).  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Proliferationsrate in der Epidermis sechs 

Stunden, 24 Stunden, 48 Stunden, 96 Stunden, 14 Tage und 21 Tage nach der UV-B-

Bestrahlung bestimmt (Abb. 3.7). Konsistent mit den Ergebnissen aus den Hämatoxylin-

Eosin-Färbungen war weder bei der Kontrollgruppe noch bei beiden transgenen Linien bis 

48 Stunden nach der UV-B-Bestrahlung Proliferation in der Basalschicht der Epidermis zu 

beobachten (Abb. 3.7). In der Epidermis der Kontrolltiere und der transgenen Agonisten-

linie stieg bis 96 Stunden nach der UV-B-Bestrahlung die Anzahl der S-Phase-Nuklei auf 

einen Maximalwert, der sich nicht signifikant voneinander unterschied (Kontrollgruppe: 

24,61% ± 6,68% ■; K5/GM-CSF Ag: 13,38% ± 4,66% ■; Abb. 3.7). Im Gegensatz zur 

Kontrollgruppe, die 96 Stunden nach Bestrahlung in der Basalschicht ihrer Epidermis 

lediglich einen Proliferations-Peak aufwies, war das Proliferationsmaximum in der Haut 

der GM-CSF überexprimierenden Tiere prolongiert (bis 14 Tage nach der Bestrahlung). 

Bei den Tieren mit verminderter GM-CSF-Aktivität fand eine maximale Proliferation 

zeitlich verzögert – und zwar 14 Tage nach Bestrahlung – statt und war im Vergleich zum 

Proliferations-Peak in der Epidermis der Kontrollgruppe niedriger (Kontrollgruppe: 96 

Std.: 24,61% ± 6,68% ■; K10/GM-CSF Ant: 96 Std.: 1,25% ± 1%; 14 Tage: 9,04% ± 

1,08% ■). 14 Tage nach der Bestrahlung wurde in der Basalschicht der Epidermis von 

beiden transgenen Linien eine um das ungefähr zehnfache höhere Proliferationsrate im 

Vergleich zur Epidermis der Kontrollgruppe zum selben Zeitpunkt gemessen (Abb. 3.7). 

Die mitotischen Indizes der Kontrollgruppe und beider transgener Linien unterschieden 

sich nach drei Wochen nicht mehr von ihren jeweiligen Ausgangswerten.  
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Abb. 3.7 Mitotische Indizes in der Epidermis nach akuter UV-B-Bestrahlung. Zu den
entsprechenden Zeitpunkten (unbehandelte Haut, sechs Std., 24 Std., 48 Std., 96 Std., 14 Tage und 21
Tage) nach akuter UV-B-Bestrahlung (30 kJ/m2) wurde Tieren der Kontroll-, der K10/GM-CSF
Antagonisten- und der K5/GM-CSF Agonistengruppe Hautproben entnommen. Die Anzahl der S-
Phase-Nuklei in der Basalschicht der Epidermis aller Gruppen wurde mithilfe eines anti-BrdU-
Antikörpers detektiert. Dargestellt sind die Mittelwerte der Proliferationsrate mit der jeweiligen SEM
in der Basalschicht der Epidermis der Kontrollgruppe (■), sowie der K10/GM-CSF Ant-(■) und
K5/GM-CSF Ag-(■) transgenen Tiere. Zur Ermittlung der Mittelwerte wurden die Ergebnisse von je
sechs Tieren verwendet. Die Anzahl der S-Phase-Nuklei in der Epidermis der K5/GM-CSF Ag war in
der unbestrahlten Haut erhöht. Erst 96 Stunden nach Bestrahlung waren S-Phase-Nuklei in der Haut
aller Tiere detektierbar. In der Epidermis der Kontrollgruppe (■) zeigte sich nach 96 Stunden eine
Proliferationsspitze, in der Epidermis der K5/GM-CSF Ag-Linie (■) war die Proliferation
prolongiert. Sie sank erst nach drei Wochen wieder auf den Basiswert. Die Proliferationsspitze in der
Epidermis der K10/GM-CSF Antagonistengruppe zeigte sich verzögert nach 14 Tagen.  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.1.3 Infiltration von Mastzellen und neutrophilen Granulozyten in die Dermis 

Nach UV-B-Bestrahlung kommt es zu einer Immigration von Mastzellen und neutrophilen 

Granulozyten in die Dermis. Diese sind bei der UV-B-induzierten Immunmodulation von 

Bedeutung (Hart et al., 1977; 1998; Hawk et al., 1988; Teunissen et al., 2002). Aus diesem 

Grund wurde die Anzahl der Mastzellen mittels einer May-Grünwald-Giemsa (= MGG)-

Färbung von Hautschnitten in der Dermis zu verschiedenen Zeitpunkten nach der akuten 

UV-B-Bestrahlung überprüft (Abb. 3.8 A.). Um Aussagen über das Immigrationsverhalten 

von neutrophilen Granulozyten nach UV-B-Bestrahlung treffen zu können, wurde zu 

denselben Zeitpunkten eine Chlorazetat-Esterase (= NASD)-Färbung von Hautschnitten 
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angefertigt. Diese detektiert sowohl Mastzellen als auch neutrophile Granulozyten. Durch 

einen Vergleich mit der Mastzellfärbung kann eine mögliche Infiltration von neutrophilen 

Granulozyten nachgewiesen werden (Abb. 3.8 B.). 
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Abb. 3.8: Infiltration von Mastzellen und neutrophilen Granulozyten in die Dermis nach akuter UV-B-
Bestrahlung. Zu den entsprechenden Zeitpunkten (unbehandelte Haut, eine Std., sechs Std., 24 Std., 96 Std.,
sieben Tage, 14 Tage und 21 Tage) nach akuter UV-B-Bestrahlung (30 kJ/m2) wurde Tieren der Kontroll-, der
K10/GM-CSF Antagonisten- und der K5/GM-CSF Agonistengruppe Proben der dorsalen Rückenhaut
entnommen. Die Mastzellen in der Dermis wurden mit der MGG-Färbung (A.), neutrophile Granulozyten und
Mastzellen mit der NASD-Färbung (B.) detektiert. Dargestellt sind die Mittelwerte der (A.) Mastzellanzahl in
der Dermis mit der jeweiligen SEM und (B.) der Granulozyten und Mastzellen in der Dermis mit der
jeweiligen SEM von der Kontroll-(■), der K10/GM-CSF Ant-(■) und der K5/GM-CSF Ag-(■) Gruppe. Zur
Ermittlung der Mittelwerte wurden die Ergebnisse von je sechs Tieren herangezogen. Die Infiltration von
Mastzellen (A.) nach akuter Bestrahlung verlief in allen drei Gruppen biphasisch, also mit jeweils zwei Peaks,
die bei den einzelnen Gruppen jedoch voneinander differierten. Die Kontrollgruppe zeigte Spitzen bei sechs
Stunden und 21 Tagen nach Bestrahlung (■), die Antagonistengruppe bei einer Stunde und 21 Tagen (■) und
die Agonistengruppe unbestrahlt und 14 Tage nach Bestrahlung (■). Die Infiltration von Mastzellen und
neutrophilen Granulozyten (B.) verlief bei der Kontrollgruppe und der Agonistengruppe ebenfalls biphasisch
(Kontrollgruppe ■: prolongierte Maxima bei einer bis sechs Stunden und sieben bis 21 Tagen nach
Bestrahlung; Agonistengruppe ■: prolongierte Maxima bis eine Stunde und sieben bis 21 Tage nach
Bestrahlung, die Antagonistengruppe (■) zeigte ein andauerndes Maximum sieben bis 21 Tage nach
Bestrahlung. 

 

Die Infiltration von Mastzellen nach akuter Bestrahlung (Abb. 3.8 A.) verlief in allen drei 

Gruppen biphasisch, d.h. mit jeweils zwei Infiltrationsspitzen. Diese differierten jedoch 

sowohl in der Höhe als auch im Zeitpunkt bei den einzelnen Gruppen voneinander. Die 

Kontrollgruppe zeigte eine maximale Infiltration sechs Stunden und 21 Tage nach akuter 

UV-B-Bestrahlung (Abb. 3.8 A. ■), die Antagonistengruppe nach einer Stunde und nach 
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21 Tagen (Abb. 3.8 A. ■) und die Agonistengruppe im unbestrahlten Zustand und 14 Tage 

nach Bestrahlung (Abb. 3.8 A. ■). Übereinstimmend mit schon bestehenden Studien 

konnten in der unbestrahlten Dermis der GM-CSF überexprimierenden Mäuse ungefähr 2-

bis 3-mal so viele Mastzellen wie in der Dermis der Kontrollgruppe und der den 

Antagonisten überexprimierenden Tieren gezeigt werden (Breuhahn et al., 2000; Abb. 3.8 

A.). Nach akuter UV-B-Bestrahlung war die Mastzellanzahl in der Dermis der GM-CSF 

überexprimierenden Tiere im Vergleich zur Kontrollgruppe zu jedem Zeitpunkt 

(Ausnahme 96 Stunden nach Bestrahlung) um das 1,5-bis 2-fache, im Vergleich zur 

Antagonistengruppe ungefähr um das 1,3-bis 2-fache erhöht. 

Die Mastzellanzahl in der Dermis der transgenen K10/GM-CSF Antagonist-Tiere betrug 

96 Stunden nach der UV-B-Behandlung lediglich ein Drittel von der der Kontrolltiere (p < 

0,001). Zu allen übrigen Zeitpunkten konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen 

beiden Gruppen beobachtet werden (Abb. 3.8 A.; Abb. 3.9). 

Die Infiltration von Mastzellen und neutrophilen Granulozyten (Abb. 3.8 B.) verlief in der 

Dermis der Kontrollgruppe und der Agonistengruppe ebenfalls biphasisch: Die 

Kontrollgruppe (Abb. 3.8 B. ■) wies prolongierte Maxima bei ein bis sechs Stunden und 

sieben bis 21 Tagen nach Bestrahlung auf, die Agonistengruppe (Abb. 3.8 B. ■) zeigte 

prolongierte Maxima bis eine Stunde und sieben bis 21 Tage nach Bestrahlung. Die 

Infiltration der Mastzellen und neutrophilen Granulozyten war in der Dermis der 

Antagonistengruppe (Abb. 3.8 B. ■) sieben bis 21 Tage nach der Bestrahlung maximal. 

Ein Vergleich des Immigrationsverhaltens von Mastzellen (Abb. 3.8 A.) sowie Mastzellen 

und neutrophilen Granulozyten (Ab. 3.8 B.) zusammen mit der Analyse von Hämatoxylin-

Eosin-gefärbten Hautschnitten (durchgeführt von Prof. Dr. Peter Schirmacher; Institut für 

Pathologie, Heidelberg) zeigte in der Haut der Kontrollgruppe einen Anstieg der 

neutrophilen Granulozyten sieben Tage nach der UV-B-Bestrahlung. Dagegen war die 

Anzahl der Neutrophilen in der Dermis der Agonistengruppe sowohl nach einer Stunde als 

auch nach sieben Tagen erhöht, in der Dermis der Antagonistengruppe stieg sie nach 96 

Stunden nochmals um über das Doppelte. In beiden transgenen Linien konnte 24 bis 96 

Stunden nach der akuten UV-B-Bestrahlung eine mäßige granulocytäre Entzündungs-

infiltration mit beginnenden epithelialen granulocytären Infiltrationen festgestellt werden.  
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Abb. 3.9: Histologische Untersuchung von Präparaten unbestrahlter und bestrahlter Haut zur
Ermittlung der Mastzellanzahl. Mittels einer May-Grünwald-Giemsa (MGG)-Färbung wurde die Mastzell-
anzahl in der Dermis im unbestrahlten Zustand (A.-C.), 96 Stunden (D.-F.) und 14 Tage (G.-I.) nach
Bestrahlung detektiert. Die Mastzellen (schwarze Pfeile weisen exemplarisch auf einige Mastzellen hin)
waren in der unbestrahlten Haut der K5/GM-CSF Agonist-Tiere (B.) um das 2-bis 3-fache im Vergleich zur
Kontrollgruppe (A.) und den K10/GM-CSF Antagonist Tieren erhöht. 96 Stunden nach Bestrahlung waren in
der Dermis der K10/GM-CSF Antagonisten (E.) signifikant weniger Mastzellen vorhanden, im Vergleich zur
Kontrollgruppe und den K5/GM-CSF Agonisten (D.-F.). Bis 14 Tage nach Bestrahlung kam es bei den
K5/GM-CSF Agonisten wieder zu einer 2-bis 3-mal so hohen Mastzellinfiltration (I.) wie bei der
Kontrollgruppe und den K10/GM-CSF Antagonisten (G.+H.). Balken = 100 µm 
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Abb. 3.10: Histologische Untersuchung von Präparaten unbestrahlter und bestrahlter Haut zur
Ermittlung der Anzahl von neutrophilen Granulozyten und Mastzellen. Mittels einer Chlorazetat-
Esterase (NASD)-Färbung wurde die Anzahl von neutrophilen Granulozyten und Mastzellen (rot gefärbte
Zellen) in der Dermis im unbestrahlten Zustand (A.-C.), 96 Stunden (D.-F.) und 14 Tage (G.-I.) nach
Bestrahlung detektiert. Die gefärbten Zellen waren in der unbestrahlten Haut der K5/GM-CSF Agonist-
Tiere (B.) um das 2-bis 3-fache im Vergleich zur Kontrollgruppe (A.) und den K10/GM-CSF Antagonist-
Tieren erhöht. 96 Stunden nach Bestrahlung waren in der Dermis der K10/GM-CSF Antagonisten und der
K5/GM-CSF Agonisten (E.+F.) signifikant mehr rot gefärbte Zellen vorhanden, im Vergleich zur
Kontrollgruppe (D.). Bis 14 Tage nach Bestrahlung kam es bei beiden transgenen Linien zu einer 2-bis 3-
mal so hohen Infiltration roter Zellen (H.+I.) wie bei der Kontrollgruppe (G.). Balken = 100 µm 
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3.2.2 Charakterisierung der beiden GM-CSF-transgenen Mausmodelle  

         mittels low-density-cDNA-Microarray 

Um Zielgene von GM-CSF identifizieren zu können, wurde ein Expressionsprofil der Haut 

der transgenen Mausmodelle Keratin 10/GM-CSF Antagonist (Mann et al., 2001b) und 

Keratin 5/GM-CSF Agonist (Breuhahn et al., 2000) erstellt. Dies erfolgte mit Hilfe eines 

low-density-cDNA-Microarrays, der ausgewählte cDNA-Sonden folgender Gruppen von 

Zielgenen enthielt (eine Auflistung aller Gene befindet sich im Anhang, S.122): 

1. Zelladhäsion und -mobilität  

2. Zellzyklus, Apoptose und Differenzierung 

3. DNA-Bindeproteine und Transkriptionsfaktoren 

4. DNA damage response, Reparatur und Rekombination 

5. Wachstumsfaktoren und Zytokine sowie Komponenten  

der Signaltransduktionskaskaden 

6. Onkogene und Tumorsuppressorgene 

7. Stress-response-Gene 

8. Haushaltsgene 

Die cDNA-Sonden waren entweder schon in der Arbeitsgruppe als PCR-Fragmente 

verfügbar oder es wurden von der Firma GENterprise (Mainz) Sonden geeigneter cDNA-

Bereiche generiert.  

Jeder Chip war mit einer unterschiedlichen Haut-cDNA sowohl von der transgenen 

Mauslinie als auch dem Wildtyp hybridisiert (Abb. 3.11). Die Haut war nicht behandelt. 

Die Auswertung erfolgte per z Score-Transformation (Cheadle, 2003). Die erhaltenen Z-

Ratios geben an, ob die Gene eine Hochregulation (Werte ≥ 1,5) oder Herunterregu-lation 

(Werte ≤ -1,5) in ihrer Expression im Vergleich zum Wildtyp zeigen (Tab. 3.2). Die 

Microarray-Analyse der transgenen Mauslinie Keratin 10/GM-CSF Antagonist zeigte eine 

Erhöhung der Expression der Gene c-myc, IL-12p40 und TGF-β1. Dagegen war die 

Expression von BMP-9, Prokollagen I α 1, Fibronektin und Ubiquitin C im Verhältnis zum 

Wildtyp verringert (Abb. 3.11 A.). Die Microarray-Analyse der transgenen Mauslinie 

Keratin 5/GM-CSF Agonist zeigte eine erhöhte Expression von IL-12p40, Keratin 6 und 

TGF-β1 und eine niedrige Expression von BMP-9, Prokollagen I α1 und Ubiquitin C im 

Verhältnis zum Wildtyp (Abb. 3.11 B.). 
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B.  K5/GM-CSF Ag A.  K10/GM-CSF Ant 

Abb. 3.11: cDNA Microarray-Analyse. Die cDNA aus der unbehandelten Haut der Kontrollgruppe 
(Wildtyp) war mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5 (rot), die der GM-CSF-transgenen Tiere mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff Cy3 (grün) markiert. Die mit dem Pfeil markierten Spots zeigen die cDNA von 
regulierten Genen bei (A.) der Antagonisten- und (B.) der Agonistengruppe.  
 

Genname Z-Ratio 
K10/GM-CSF Antagonist 

Z-Ratio 
K5/GM-CSF Agonist 

BMP-9 -3,07 ± 1,08 -3,34 ± 1,35 

Prokollagen I α 1 -2,76 ± 0,65 -2,57 ± 1,19 

Fibronektin -1,91 ± 0,14 0 

c-myc +1,63 ± 0,07 0 

Keratin 6 0 +2,45 ± 0,96 

Ubiquitin C -2,14 ± 0,87 -2,03 ± 0,72 

IL-12p40 +2,51 ± 0,4 +1,93 ± 0,31 

TGF-β1 +2,45 ± 0,83 +2,21 ± 1,66 

Tab. 3.2: Zusammenfassung der Ergebnisse aus den cDNA-Microarray-Analysen. Gene, die bei den
cDNA-Microarray-Analysen für die transgene K10/GM-CSF Antagonistenlinie und die K5/GM-CSF
Agonistenlinie eine Hochregulierung (+), eine Herunterregulierung (-) oder gar keine Veränderung (0) im
Vergleich mit der Kontrollgruppe ergaben. 
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3.2.3 Verifizierung mit der Real-Time-PCR (RT-PCR) 

Im Lightcycler wurden mittels Real-Time-PCR (RT-PCR) die Ergebnisse der Microarray-

Analyse überprüft. Es wurde die RNA aus der Haut von je drei Tieren pro Linie 

untersucht. Zur Kontrolle der RT-PCR dienten die im Lightcycler-Programm erstellten 

Schmelzkurven. Zusätzlich wurde mittels eines 1%igen Agarosegels überprüft, ob 

ausschließlich das gewünschte Produkt synthetisiert wurde. Die nach der Normalisierung 

mit dem Haushaltsgen (HG) HPRT errechneten Werte für die relative Expression bzw. 

deren Mittelwerte wurden zur Berechnung der Expressionsänderung genutzt (Tab. 3.3). Es 

ergab sich eine Übereinstimmung mit den Ergebnissen aus den Microarray-Daten bei den 

drei Genen BMP-9, TGF-β1 und Keratin 6. Demnach wird BMP-9 in beiden transgenen 

Linien herunterreguliert - bei der K5/GM-CSF Agonistenlinie fast doppelt so stark wie bei 

der K10/GM-CSF Antagonistenlinie. TGF-β1 zeigte bei beiden Linien eine Hochregulation 

um das Doppelte. Für Keratin 6 wurde eine Hochregulation um das ungefähr 3-fache bei 

der Agonistengruppe festgestellt. Für die Gene Prokollagen I α 1, Fibronektin, c-myc, 

Ubiquitin C und IL-12p40 konnten die Ergebnisse aus der Microarray-Analyse jedoch 

nicht durch die Lightcycler-Analyse bestätigt werden.  

 

 

 

Genname K10/GM-CSF 

Antagonist 

K5/GM-CSF 

Agonist 

BMP-9 -2,45 ± 0,1 -4,14 ± 0,03 

Keratin 6 0 +3,02 ± 0,95 

TGF-β1 +2,07 ± 0,32 +1,99 ± 0,34 

 
Tab. 3.3: Darstellung der Ergebnisse aus der Lightcycler-Analyse. Es
wurden die Expressionsänderungen im Vergleich zu den Kontrolltieren aus
den relativen Expressionswerten errechnet. Pluswerte (+) zeigen eine
Hochregulation, Minuswerte (-) eine Herunterregulation, Nullwerte (0) keine
Veränderung an. 
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3.2.4 Zytokine in der Haut  

Mit der Untersuchung des Zytokinprofils der Haut vor und nach der UV-B-Bestrahlung 

wurden zum einen Ergebnisse aus der Microarray-Analyse verifiziert, zum anderen sollte 

geklärt werden, inwiefern GM-CSF die immunsuppressive Wirkung von UV-B moduliert. 

Zu diesem Zweck wurde mittels ELISA zunächst der Konzentrationsverlauf von GM-CSF 

in der Haut vor und nach der UV-B-Bestrahlung bestimmt. Des Weiteren wurden 

verschiedene Zytokine untersucht, die eine Immunsuppression fördern bzw. inhibieren. Die 

ELISAs wurden mit Proteinextrakten der unbestrahlten und der zu verschiedenen 

Zeitpunkten mit UV-B bestrahlten dorsalen Rückenhaut durchgeführt. 

 

3.2.4.1 Konzentration von GM-CSF bzw. dem GM-CSF-Antagonisten  

            in der Haut nach UV-B-Bestrahlung 

Die GM-CSF- bzw. die GM-CSF-Antagonisten-Konzentration in der unbestrahlten Haut 

beider transgenen Linien war im Vergleich zu der GM-CSF-Konzentration in der Haut der 

Kontrollgruppe erhöht (Abb. 3.12 A.+B.). Bei den Antagonisten konnte eine über 1.000-

fache Konzentrationserhöhung des GM-CSF-Antagonisten festgestellt werden (29,5 ng/mg 

± 4,7 ng/mg Gesamtprotein; p < 0,01; Abb. 3.12 A. ■).  

Der GM-CSF-Antagonist ist eine Doppelmutante von GM-CSF, die an den 

Aminosäurepositionen 14 und 21 Substitutionen aufweist. Das positiv geladene Lysin wird 

an Position 14 gegen die negativ geladene Glutaminsäure (K14E) und die Glutaminsäure 

an Position 21 gegen Lysin (E21K) eingetauscht. Die Doppelmutante (K14E; E21K) hat 

mehr als 90% der ursprünglichen Fähigkeit verloren, den GM-CSF-Rezeptorkomplex zu 

aktivieren (Altmann und Kastelein, 1995). In vitro- und in vivo-Studien haben gezeigt, dass 

ein 1.000-facher Überschuss dieses Antagonisten die Wirkung von GM-CSF kompetitiert 

(Altmann und Kastelein, 1995; Mann et al., 2001b). 

Bei der Agonistengruppe konnte eine Erhöhung von GM-CSF um das ca. 1,5-fache in der 

unbestrahlten Haut festgestellt werden (609 pg/mg ± 36 pg/mg Gesamtprotein; 

Kontrollgruppe: 382 pg/mg ± 61 pg/mg Gesamtprotein; p < 0,05; Abb. 3.12 B. ■). Diese 

Ergebnisse decken sich mit bereits vorliegenden Daten (Breuhahn et al., 2000; Mann et al., 

2001b).  
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Die GM-CSF-Konzentration in der Haut der Kontrollgruppe wies sechs Stunden nach der 

UV-B-Behandlung ein Maximum auf (795 pg/mg ± 93 pg/mg Gesamtprotein; p < 0,05), 

danach sank sie wieder auf ihren Ausgangswert (Abb. 3.12 A.+B. ■).  

Die GM-CSF-Antagonisten-Konzentration sank bis 24 Stunden nach der UV-B-

Bestrahlung (24 Std.: 5 ng/mg ± 0,59 ng/mg Gesamtprotein; p < 0,01), entwickelte aber 

dann 96 Stunden nach der UV-B-Behandlung eine weitere Konzentrationsspitze (96 ng/mg 

± 29 ng/mg; p < 0,05). Sieben Tage nach der Behandlung unterschied sich die 

Antagonisten-Konzentration jedoch nicht mehr von der GM-CSF-Konzentration in der 

Haut der Kontrollgruppe (290 pg/mg ± 49 pg/mg Gesamtprotein; p < 0,001; Abb. 3.12 A. 

■). 
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Abb. 3.12: Konzentrationsbestimmung von GM-CSF bzw. des GM-CSF-Antagonisten in der Haut 
nach akuter UV-B-Bestrahlung. Zu den entsprechenden Zeitpunkten (unbestrahlte Haut, nach sechs
Stunden, 24 Stunden, 96 Stunden, sieben Tagen und 14 Tagen) wurde Tieren der Kontrollgruppe und
der transgenen Linien K10/GM-CSF Ant und K5/GM-CSF Ag nach akuter UV-B-Bestrahlung (30 
kJ/m2) Hautproben entnommen. Dargestellt sind die Mittelwerte der GM-CSF-Konzentration mit der 
jeweiligen SEM aus Proteinextrakten der Haut von (A.) K10/GM-CSF Ant-Tieren (■) und Tieren der 
Kontrollgruppe (■) und (B.) K5/GM-CSF Ag-Tieren (■) und Tieren der Kontrollgruppe (■). Es wurden 
jeweils die Proteinextrakte von sechs Tieren mittels ELISA analysiert. Die Kontrollgruppe (■) zeigte 
nach sechs Stunden eine maximale GM-CSF-Konzentration in der Haut (A.+B.). Die unbestrahlte Haut 
der Antagonistengruppe wies eine über 1.000-fache Erhöhung des Antagonisten im Vergleich zur GM-
CSF-Konzentration der Kontrollgruppe auf (A.). Ein zweiter Peak der Antagonisten-Konzentration war 
nach 96 Stunden zu erkennen. Nach sieben Tagen unterschied sie sich nicht mehr von der GM-CSF-
Konzentration in der Haut der Kontrollgruppe (A. ■). Die GM-CSF-Konzentration in der unbestrahlten 
Haut der Agonistengruppe war um das 1,5-fache im Vergleich zur Kontrollgruppe erhöht, sie sank nach 
24 Stunden und hatte einen zweiten Peak 96 Stunden nach der Bestrahlung. Im Vergleich zu der GM-
CSF-Konzentration in der Haut der Kontrollgruppe war sie nach 24 Stunden um 40% niedriger und nach
96 Stunden um das Doppelte erhöht (B. ■). 
A. GM-CSF-Antagonist 
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In der Haut der GM-CSF überexprimierenden Tiere alternierte die GM-CSF-Konzentration 

nach Bestrahlung zwischen einem Minimal- (24 Std.: 312 pg/mg ± 36 pg/mg 

Gesamtprotein; p < 0,01; 7 Tage: 240 pg/mg ± 28 pg/mg Gesamtprotein; p < 0,001; Abb. 

3.12 B. ■) und ihrem Ausgangswert (96 Std.: 658 pg/mg ± 62 pg/mg Gesamtprotein). 

Somit war die GM-CSF-Konzentration in der Haut der GM-CSF überexprimierenden Tiere 

nach sechs Stunden etwa 40% niedriger als die der Kontrollgruppe zum selben Zeitpunkt 

(Kontrollgruppe: 766 pg/mg ± 94 pg/mg Gesamtprotein ■; K5/GM-CSF Ag: 490 pg/mg ± 

79 pg/mg Gesamtprotein ■; p < 0,1). Nach 96 Stunden war die GM-CSF-Konzentration in 

ihrer Haut jedoch etwa doppelt so hoch wie die der Kontrollgruppe (Kontrollgruppe: 320 

pg/mg ± 59 pg/mg Gesamtprotein ■; K5/GM-CSF Ag: 658 pg/mg ± 77 pg/mg 

Gesamtprotein ■; p < 0,01; Abb. 3.12 B.). 

 

 

3.2.4.2 Konzentration von IL-10, TNF-α, TGF-β1, IL-4 und IL-6  

            in der Haut nach UV-B-Bestrahlung 

IL-10-Konzentration 
Die IL-10-Konzentration in der unbestrahlten Haut der GM-CSF überexprimierenden Tiere 

(1,4 ng/mg ± 0,18 ng/mg Gesamtprotein ■) war im Vergleich zur Kontrollgruppe (887 

pg/mg ± 66,04 pg/mg Gesamtprotein ■) um das ca. 1,6-fache erhöht (p < 0,1; Abb. 3.13). 

Die Tiere mit verringerter GM-CSF-Aktivität zeigten keinen signifikanten Unterschied zur 

IL-10-Konzentration in der unbestrahlten Haut der Kontroll- und der Agonistengruppe 

(Abb. 3.13). 

In der Haut der Kontrollgruppe konnte sechs Stunden nach der Bestrahlung eine auf das 

2,3 fache angestiegene, maximale IL-10-Konzentration detektiert werden (2,1 ng/mg ± 298 

pg/mg Gesamtprotein; p < 0,05). Danach nahm sie stetig bis sieben Tage nach der 

Bestrahlung ab (529 pg/mg ± 123 pg/mg; p < 0,01) und stieg nach 14 Tagen um das zirka 

1,6-fache an (p < 0,1; Abb. 3.13 ■). 

In den Hautextrakten beider transgener Linien wurde eine stetige Abnahme der IL-10-

Konzentration sechs Stunden bis sieben Tage nach der UV-B-Behandlung ohne vorheriges 

Maximum festgestellt (K10/GM-CSF Ant: 6 Std.: 1,37 ng/mg ± 117 pg/mg Gesamtprotein; 

7 Tage: 464 pg/mg ± 89 pg/mg Gesamtprotein; p < 0,05 ■; K5/GM-CSF Ag: 6 Std.: 1,04 
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ng/mg ± 280 pg/mg Gesamtprotein; 7 Tage: 321 pg/mg ± 69 pg/mg Gesamtprotein; p < 

0,05 ■; Abb. 3.13).  

Nach 14 Tagen erhöhte sich die IL-10-Konzentration in der Haut der GM-CSF 

überexprimierenden Tiere um ungefähr das Doppelte (p < 0,05). Die IL-10-Konzentration 

in der Haut beider transgener Linien unterschied sich zu keinem Zeitpunkt signifikant 

voneinander. Im Vergleich zur Kontrollgruppe war die IL-10-Konzentration in der Haut 

beider transgener Linien sechs Stunden nach der Bestrahlung um ungefähr die Hälfte 

verringert (für K10/GM-CSF Ant mit p < 0,1; für K5/GM-CSF Ag mit p < 0,05; Abb. 

3.13). 
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Abb. 3.13: Konzentrationsbestimmung von IL-10 in der Haut nach akuter UV-B-Bestrahlung.
Zu den entsprechenden Zeitpunkten (unbestrahlte Haut, nach sechs Stunden, 24 Stunden, 96
Stunden, sieben Tagen und 14 Tagen) wurde Tieren der Kontrollgruppe und der transgenen Linien
K10/GM-CSF Ant und K5/GM-CSF Ag nach akuter UV-B-Bestrahlung (30 kJ/m2) Hautproben
entnommen. Dargestellt sind die Mittelwerte der IL-10-Konzentration mit der jeweiligen SEM aus
Proteinextrakten der Haut der Kontrollgruppe (■), der K10/GM-CSF Ant- (■) und der K5/GM-CSF
Ag-transgenen (■) Tiere. Es wurden jeweils die Proteinextrakte von sechs Tieren mittels ELISA
analysiert. Die Kontrollgruppe (■) zeigte nach sechs Stunden eine maximale IL-10-Konzentration. In
der Haut der Antagonistengruppe (■) waren keine signifikanten Änderungen in der IL-10-
Konzentration feststellbar, tendenziell eine leichte Verringerung bis sieben Tage nach Bestrahlung.
Die IL-10-Konzentration in der unbestrahlten Haut der GM-CSF überexprimierenden Tiere (■) war
im Vergleich zur Kontrollgruppe (■) um das ca. 1,6-fache erhöht und sank bis sieben Tage nach der
Bestrahlung kontinuierlich.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TNF-α-Konzentration 
Die GM-CSF überexprimierenden Tiere wiesen in ihrer unbestrahlten Haut im Vergleich 

zur Kontrollgruppe eine etwa doppelt so hohe TNF-α-Konzentration auf (Kontrollgruppe: 
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159 pg/mg ± 11 pg/mg Gesamtprotein ■; K5/GM-CSF Ag: 301 pg/mg ± 25 pg/mg 

Gesamtprotein; p < 0,01 ■; Abb. 3.14). Dieser Peak zeigte sich nochmals nach 96 Stunden 

(331 pg/mg ± 30 pg/mg Gesamtprotein ■; p < 0,001; Abb. 3.14) und war zum einen im 

Vergleich zur Kontroll- und Antagonistengruppe um das ungefähr 1,5-fache erhöht 

(Kontrollgruppe: 196 pg/mg ± 25 pg/mg Gesamtprotein ■; K10/GM-CSF Ant: 166 pg/mg 

± 45 pg/mg Gesamtprotein ■), zum anderen trat er verzögert auf, im Vergleich zur 

Kontrollgruppe, die sechs Stunden nach der Bestrahlung maximale TNF-α-Werte in ihrer 

Haut aufwies (401 pg/mg ± 27 pg/mg Gesamtprotein ■; p < 0,001; Abb. 3.14). Dagegen 

unter-schied sich die TNF-α-Konzentration in der unbestrahlten Haut der transgenen 

K10/GM-CSF-Antagonistengruppe weder von der Kontrollgruppe noch von der transgenen 

Agonistengruppe (217 pg/mg ± 56 pg/mg Gesamtprotein ■; Abb. 3.14). Vielmehr sank sie 

bis sieben Tage nach der Bestrahlung kontinuierlich (401 pg/mg ± 10 pg/mg Gesamt-

protein; ■ p < 0,01; Abb. 3.14).  
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Abb. 3.14: Konzentrationsbestimmung von TNF-α in der Haut nach akuter UV-B-Bestrahlung. Zu 
den entsprechenden Zeitpunkten (unbestrahlte Haut, nach sechs Stunden, 24 Stunden, 96 Stunden, sieben
Tagen und 14 Tagen) wurde Tieren der Kontrollgruppe und der transgenen Linien K10/GM-CSF Ant und 
K5/GM-CSF Ag nach akuter UV-B-Bestrahlung (30 kJ/m2) Hautproben entnommen. Dargestellt sind die 
Mittelwerte der TNF-α-Konzentration mit der jeweiligen SEM aus Proteinextrakten der Haut der
Kontrollgruppe (■), der K10/GM-CSF Ant- (■) und K5/GM-CSF Ag-transgenen (■) Tiere. Es wurden 
jeweils die Proteinextrakte von sechs Tieren mittels ELISA analysiert. Die Kontrollgruppe (■) zeigte nach 
sechs Stunden eine Hochregulation von TNF-α. In der Haut der Antagonistengruppe (■) änderte sich nach 
der Bestrahlung die TNF-α-Konzentration nicht signifikant, tendenziell war jedoch eine leichte Abnahme zu 
erkennen. Die GM-CSF überexprimierenden Tiere (■) besaßen in ihrer unbestrahlten Haut erhöhte TNF-α-
Werte, die bis 24 Stunden nach Bestrahlung sanken und nach 96 Stunden ein Maximum erreichten.  
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TGF-β1-Konzentration 
Im unbestrahlten Zustand war die TGF-β1-Konzentration in der Haut beider transgener 

Linien im Vergleich zu den Kontrolltieren um das Doppelte erhöht (Abb. 3.15 ■■). Dies 

bestätigte die Ergebnisse auf mRNA-Ebene aus der Microarray-Analyse (Kapitel 3.2.2, S. 

57). 

In der Haut der Kontrollgruppe verdoppelten sich die TGF-β1-Werte sechs Stunden nach 

UV-B-Bestrahlung von 16,3 pg/mg ± 1 pg/mg Gesamtprotein auf 38 pg/mg ± 7 pg/mg 

Gesamtprotein (p < 0,1; Abb. 3.15 ■).  
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Abb. 3.15: Konzentrationsbestimmung von TGF-β1 in der Haut nach akuter UV-B-Bestrahlung.
Zu den entsprechenden Zeitpunkten (unbestrahlte Haut, nach sechs Stunden, 24 Stunden, 96 Stunden,
siebenTagen und 14 Tagen) wurde Tieren der Kontrollgruppe und der transgenen Linien K10/GM-
CSF Ant und K5/GM-CSF Ag nach akuter UV-B-Bestrahlung (30 kJ/m2) Hautproben entnommen.
Dargestellt sind die Mittelwerte der TGF-β1-Konzentration mit der jeweiligen SEM aus
Proteinextrakten der Haut der Kontrollgruppe (■), der K10/GM-CSF Ant- (■) und K5/GM-CSF Ag-
transgenen (■) Tiere. Es wurden jeweils die Proteinextrakte von sechs Tieren mittels ELISA analysiert.
Beide transgene Gruppen besaßen erhöhte TGF-β1-Werte in ihrer unbestrahlten Haut im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Die Kontrollgruppe (■) zeigte nach sechs Stunden eine Hochregulation von TGF-β1.
Die Antagonistengruppe (■) wies nach 24 Stunden ein Maximum auf. Die Agonistengruppe (■) zeigte
maximale TGF-β1-Werte 96 Stunden nach der UV-B-Bestrahlung.
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Beide transgenen Linien zeigten verzögert dazu maximale TGF-β1-Werte. Die Tiere 

verminderter GM-CSF-Aktivität wiesen nach 24 Stunden eine maximale TGF-β1-Konzen-

tration in ihrer Haut auf (K10/GM-CSF Ant: 57 pg/mg ± 6 pg/mg Gesamtprotein ■; p < 

0,05; Abb. 3.15). Die TGF-β1-Konzentration in der Haut der K10/GM-CSF-Antagonisten 

unterschied sich jedoch zu keinem Zeitpunkt nach der UV-B-Behandlung signifikant von 

der Kontrollgruppe.  
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Die TGF-β1-Konzentration in der Haut der GM-CSF überexprimierenden Tiere wies 96 

Stunden nach UV-B-Bestrahlung ein Maximum auf (86 pg/mg ± 7 pg/mg Gesamtprotein; p 

< 0,001) und war damit im Vergleich zur Kontrollgruppe und der Antagonistengruppe um 

das ungefähr 2,5-fache erhöht (p < 0,001; Abb. 3.15 ■). 

 

 

IL-4-Konzentration 

Die unbestrahlte Haut beider transgener Gruppen wies keinen Unterschied in ihrer IL-4-

Konzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe auf (Abb. 3.16).  
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Abb. 3.16: Konzentrationsbestimmung von IL-4 in der Haut nach akuter UV-B-Bestrahlung. Zu den
entsprechenden Zeitpunkten (unbestrahlte Haut, nach sechs Stunden, 24 Stunden, 96 Stunden, sieben Tagen
und 14 Tagen) wurde Tieren der Kontrollgruppe und der transgenen Linien K10/GM-CSF Ant und K5/GM-
CSF Ag nach akuter UV-B-Bestrahlung (30 kJ/m2) Hautproben entnommen. Dargestellt sind die Mittelwerte
der IL-4-Konzentration mit der jeweiligen SEM aus Proteinextrakten der Haut der Kontrollgruppe (■), der
K10/GM-CSF Ant- (■) und K5/GM-CSF Ag-transgenen (■) Tiere. Es wurden jeweils die Proteinextrakte von
sechs Tieren mittels ELISA analysiert. Die Kontrollgruppe (■) zeigte ein IL-4-Maximum nach sechs Stunden
In der Haut der Agonisten-(■) und der Antagonistengruppe (■) sank die IL-4-Konzentration kontinuierlich
bis sieben Tage nach der Bestrahlung.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Allerdings wurde ein unterschiedlicher Konzentrationsverlauf nach der UV-B-Behandlung 

bei der Kontrollgruppe gegenüber den GM-CSF-transgenen Tieren festgestellt: Während in 

der Haut der Kontrolltiere sechs Stunden nach der Bestrahlung eine Konzentrationsspitze 

beobachtet werden konnte (unbestrahlt: 13 pg/mg ± 1 pg/mg Gesamtprotein; 6 Std.: 40 

pg/mg ± 3 pg/mg Gesamtprotein; p < 0,05; Abb. 3.16 ■), sank in der Haut beider 
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transgener Linien die IL-4-Konzentration ausgehend vom unbestrahlten Zustand bis sieben 

Tage nach UV-B-Bestrahlung kontinuierlich. So betrug sie in der unbestrahlten Haut der 

Antagonisten 16 pg/mg ± 3,8 pg/mg Gesamtprotein. Nach sieben Tagen hatte sie sich um 

die Hälfte reduziert (8,75 pg/mg ± 0,75 pg/mg Gesamtprotein ■; p < 0,001; Abb. 3.16). Bei 

der Agonistengruppe war nach sieben Tagen lediglich etwa ein Drittel der Ausgangs-

konzentration vorhanden (unbestrahlt: 21,5 pg/mg ± 2 pg/mg Gesamtprotein; 7 Tage: 7 

pg/mg ± 1,08 pg/mg Gesamtprotein ■; p < 0,001; Abb. 3.16).  

Somit konnte sechs Stunden nach der Bestrahlung in der Cutis beider transgener Linien im 

Vergleich zur Kontrollgruppe eine um 40 bis 50% verringerte IL-4-Konzentration 

festgestellt werden (K10/GM-CSF Ant: 25,4 pg/mg ± 5 pg/mg Gesamtprotein ■; p < 0,1; 

K5/GM-CSF Ag: 19,7 pg/mg ± 4,5 pg/mg Gesamtprotein ■; p < 0,05; Abb. 3.16).  

 

 

IL-6-Konzentration 
In der unbestrahlten Haut der GM-CSF überexprimierenden Tiere war die IL-6-

Konzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe und den Antagonisten überexprimierenden 

Tieren um das ca. 1,5-fache erhöht (Kontrollgruppe: 370 pg/mg ± 29 pg/mg Gesamtprotein 

■; K10/GM-CSF Ant: 447 pg/mg ± 40,45 pg/mg Gesamtprotein ■; K5/GM-CSF Ag: 601 

pg/mg ± 71,1 pg/mg Gesamtprotein ■; p < 0,05; Abb. 3.17).  

Die Kontroll- und die transgene Antagonistengruppe wiesen sechs Stunden nach der UV-

B-Bestrahlung ein Maximum in ihrer IL-6-Konzentration auf (Kontrollgruppe: 1220 pg/mg 

± 250 pg/mg Gesamtprotein ■; p < 0,05; K10/GM-CSF Ant: 909 pg/mg ± 131 pg/mg 

Gesamtprotein ■; p < 0,05). Bis 96 Stunden nach der UV-B-Behandlung sank die IL-6-

Konzentration sowohl in der Haut der Kontroll- als auch der Antagonistengruppe auf den 

jeweiligen Basiswert (Kontrollgruppe: 507 pg/mg ± 100 pg/mg Gesamtprotein ■; p < 0,05; 

K10/GM-CSF Ant: 574 pg/mg ± 117 pg/mg Gesamtprotein ■; p < 0,1; Abb. 3.17). 

In der bestrahlten Haut der Agonistengruppe wurde zu keinem Zeitpunkt eine Veränderung 

in der IL-6-Konzentration festgestellt. Sechs Stunden nach der UV-B-Behandlung war in 

der Haut der GM-CSF überexprimierenden Tiere die IL-6-Konzentration im Vergleich zur 

Kontrollgruppe um die Hälfte geringer (698 pg/mg ± 82 pg/mg Gesamtprotein ■; p < 0,1). 

Nach 24 Stunden war sie im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur Antagonistengruppe um 

das zirka 1,5-fache geringer (543 pg/mg ± 57 pg/mg Gesamtprotein ■; Kontrollgruppe: 
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939 pg/mg ± 116 pg/mg Gesamtprotein ■; p < 0,05; K10/GM-CSF Ant: 824 pg/mg ± 

114,4 pg/mg Gesamtprotein ■; p < 0,1; Abb. 3.17). 
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Abb. 3.17: Konzentrationsbestimmung von IL-6 in der Haut nach akuter UV-B-Bestrahlung. Zu den 
entsprechenden Zeitpunkten (unbestrahlte Haut, nach sechs Stunden, 24 Stunden, 96 Stunden, sieben Tagen 
und 14 Tagen) wurde Tieren der Kontrollgruppe und der transgenen Linien K10/GM-CSF Ant und K5/GM-
CSF Ag nach akuter UV-B-Bestrahlung (30 kJ/m2) Hautproben entnommen. Dargestellt sind die Mittelwerte 
der IL-6-Konzentration mit der jeweiligen SEM aus Proteinextrakten der Haut der Kontrollgruppe (■), der 
K10/GM-CSF Ant- (■) und K5/GM-CSF Ag-transgenen (■) Tiere. Es wurden jeweils die Proteinextrakte von 
sechs Tieren mittels ELISA analysiert. Die Kontroll-(■) und die Antagonistengruppe (■) zeigten eine IL-6-
Hochregulation nach sechs Stunden. In der unbestrahlten Haut der Agonistengruppe war die IL-6-
Konzentration im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen erhöht, sie änderte sich jedoch nach Bestrahlung
nicht.  

 

 

3.2.4.3 Konzentration von IL-12p40 und IFN-γ in der Haut nach UV-B-Bestrahlung 

IL-12p40-Konzentration 
Die IL-12p40-Konzentration in der unbestrahlten Haut der Kontrolltiere und der GM-CSF-

transgenen Linien unterschieden sich nicht signifikant voneinander (Kontrollgruppe: 101 

pg/mg ± 27 pg/mg Gesamtprotein ■; K10/GM-CSF Ant: 82 pg/mg ± 25 pg/mg Gesamt-

protein ■; K5/GM-CSF Ag: 61 pg/mg ± 6 pg/mg Gesamtprotein ■; Abb. 3.18 A.).  

Im Gegensatz zur IL-12p40-Konzentration in der Haut der Kontroll- und Antagonisten-

gruppe, die kontinuierlich bis 96 Stunden nach Bestrahlung sank (Kontrollgruppe: 24 

pg/mg ± 7 pg/mg Gesamtprotein ■; K10/GM-CSF Ant: 27 pg/mg ± 7 pg/mg Gesamt-

protein ■) und danach lediglich moderat anstieg, zeigte sich in der Haut der GM-CSF 

überexprimierenden Tiere ein verzögerter Peak nach 96 Stunden (68 pg/mg ± 11,7 pg/mg 
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Gesamtprotein ■; Abb. 3.18 A.) und war damit etwa doppelt so hoch wie die IL-12p40-

Konzentration in der Cutis der Kontroll- und Antagonistengruppe (p < 0,05) zum selben 

Zeitpunkt. Nach sieben Tagen sank die IL-12p40-Konzentration in der Haut der 

Agonistengruppe auf 37 pg/mg ± 3 pg/mg Gesamtprotein und unterschied sich damit nicht 

mehr signifikant von der IL-12p40-Konzentration in der Haut der Kontroll- und 

Antagonistengruppe zum gleichen Zeitpunkt. Die IL-12p40-Konzentration in der Haut der 

transgenen Antagonistengruppe unterschied sich zu keinem Zeitpunkt von der der 

Kontrollgruppe (Abb. 3.18 A.). 
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Abb. 3.18: Konzentrationsbestimmung von IL-12p40 und Interferon-γ in der Haut nach akuter
UV-B-Bestrahlung. Zu den entsprechenden Zeitpunkten (unbestrahlte Haut, nach sechs Stunden, 24
Stunden, 96 Stunden, sieben Tagen und 14 Tagen) wurde Tieren der Kontrollgruppe und der transgenen
Linien K10/GM-CSF Ant und K5/GM-CSF Ag nach akuter UV-B-Bestrahlung (30 kJ/m2) Hautproben
entnommen. Dargestellt sind die Mittelwerte der (A.) IL-12p40- und (B.) IFN-γ-Konzentration mit der
jeweiligen SEM aus Proteinextrakten der Haut von Kontroll-(■), K10/GM-CSF Ant- (■) und K5/GM-
CSF Ag- (■) transgenen Tieren. Es wurden jeweils die Proteinextrakte von sechs Tieren analysiert. Die
IL-12p40-Konzentration (A.) in der Haut der Kontroll- (■) und der Antagonistengruppe (■) nahm bis 96
Stunden nach Bestrahlung ab und stieg danach langsam an. Die Agonistengruppe (■) zeigte 96 Std. nach
Bestrahlung einen Anstieg der IL-12p40-Konzentration. Die IFN-γ-Konzentration (B.) in der Haut der
Kontroll- (■) und der Antagonistengruppe (■) stieg bis sechs Stunden nach Bestrahlung an und nahm
danach kontinuierlich bis sieben Tage nach der Bestrahlung ab. In der Haut der Agonistentiere (■) nahm
sie kontinuierlich ab. 

B. Interferon-γ A. IL-12p40  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IFN-γ-Konzentration 
Die GM-CSF überexprimierenden Tiere wiesen in ihrer unbestrahlten Haut eine etwa 1,6-

fach höhere IFN-γ-Konzentration auf als die Kontrollgruppe (Kontrollgruppe: 103 pg/mg ± 

11 pg/mg Gesamtprotein ■; K5/GM-CSF Ag: 164 pg/mg ± 16 pg/mg Gesamtprotein ■; p < 
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0,05; Abb. 3.18 B). Sie nahm jedoch kontinuierlich bis sieben Tage nach der Behandlung 

ab (39 pg/mg ± 5 pg/mg Gesamtprotein ■) und war zu allen Zeitpunkten nach der UV-B-

Bestrahlung geringer als die IFN-γ-Konzentration in der Haut der Kontroll- und der 

Antagonistengruppe. Diese wiesen sechs Stunden nach der Behandlung maximale IFN-γ-

Werte auf (Kontrollgruppe: 292 pg/mg ± 30 pg/mg Gesamtprotein ■; p < 0,01; K10/GM-

CSF Ant: 242 pg/mg ± 17 pg/mg Gesamtprotein ■; p < 0,05; Abb. 3.18 B.). 
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4. Diskussion 
 
 

4.1 Bedeutung von GM-CSF in der UV-B-induzierten Tumorentwicklung 

GM-CSF wirkt auf das Tumorwachstum sowohl promovierend (Zinzar et al., 1985; Young 

und Griffin, 1986; Mano et al., 1987; Russell, 1992; Freedman et al., 1993; Mueller et al., 

1999; Rochet et al., 1999; Wislez et al., 2001; Gutschalk et al., 2006) als auch inhibierend 

(Dranoff et al., 1993). So führt zum Beispiel die Vakzinierung mit bestrahlten 

Melanomzellen, die GM-CSF exprimieren, zur Ausbildung einer Antitumor-Immunität, die 

das Tier vor Tumorneubildung schützt. In ersten klinischen Behandlungen werden 

Hautkrebspatienten sogar mit GM-CSF behandelt (Leong et al., 1999; Mastrangelo et al., 

1999; Scheibenbogen et al., 2000; Moret-Tatay, 2003).  

Da UV-B-Strahlung − aufgrund des Klimawandels und dem damit verbundenen Rückgang 

der Ozonschicht − in einem immer höheren Maße für die Bildung von vor allem 

Basaliomen und Plattenepithelkarzinomen auf der Haut verantwortlich gemacht wird 

(Ziegler et al., 1993), soll anhand zwei bereits etablierter GM-CSF-transgener 

Mausmodelle die Wirkung von GM-CSF in der durch UV-B induzierten 

Hautkarzinogenese untersucht werden. Bei den GM-CSF-transgenen Tieren handelt es sich 

zum einen um solche, die GM-CSF unter der Kontrolle des Keratin 5-Promotors in der 

Basalschicht der interfollikulären Epidermis und in den Haarfollikeln überexprimieren 

(K5/GM-CSF Ag) (Breuhahn et al., 2000), zum anderen um Tiere, die einen GM-CSF-

Antagonisten unter der Kontrolle des Keratin 10-Promotors in den suprabasalen Schichten 

der interfollikulären Epidermis überexprimieren (K10/GM-CSF Ant) (Mann et al., 2001b).  
Eine Überexpression von GM-CSF in der Haut nach mehrmaliger UV-B-Bestrahlung führt 

zu einer 2- bis 3-mal so hohen Anzahl benigner Läsionen (Dysplasien und Papillome) und 

einer deutlich erhöhten Karzinominzidenz, verbunden mit einer starken Schwächung des 

konstitutionellen Zustandes der Versuchstiere. Ist die GM-CSF-Aktivität in der Haut 

vermindert, zeigen sich keine signifikanten Veränderungen in der Anzahl der benignen 

Läsionen im Vergleich zur Kontrollgruppe, die Karzinominzidenz ist allerdings leicht 

erhöht. Des Weiteren verzögert eine verminderte GM-CSF-Aktivität das erste Auftreten 

von Karzinomen nach UV-B-Bestrahlung, was mit Sicherheit ein Grund für den besseren 

konstitutionellen Zustand dieser Versuchstiere ist. Der stark tumorpromovierende Effekt 
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von GM-CSF in der Haut der GM-CSF überexprimierenden Tiere in der UV-B-induzierten 

Hautkarzinogenese steht im Gegensatz zu den Ergebnissen aus der chemisch induzierten 

Karzinogenese, in der beide GM-CSF-transgenen Linien (sowohl Agonist als auch 

Antagonist) eine deutlich erhöhte Anzahl an benignen Läsionen und eine nur leicht erhöhte 

Karzinominzidenz im Vergleich zur Kontrollgruppe aufweisen (Mann et al., 2001b). Diese 

unterschiedlichen Ergebnisse sind vermutlich Folge unterschiedlicher Zielgene in den 

beiden Hautkarzinogenese-Modellen: DMBA als Tumor-Initiator in der chemischen 

Hautkarzinogenese führt hauptsächlich zu Mutationen im 61. Kodon des Ha-ras-Genes 

(Cheng et al., 1988), während in der UV-B-induzierten Hautkarzinogenese eher 

Mutationen im p53-Gen von Bedeutung sind (Brash et al., 1991; 1996; Stadler und Hartig, 

2003). Möglicherweise führt die Überexpression von GM-CSF zu einer Herunter-

regulierung der p53-Expression. Dies konnte in Versuchen mit hämatopoetischen 

Vorläuferzellen ebenfalls festgestellt werden (Vishalakumar et al., 2006). Dies kann 

jedoch nicht der alleinige Grund für die hohe Tumorinzidenz in der Haut der GM-CSF 

überexprimierenden Tiere sein. Vielmehr ist die Ursache für den tumorfördernden Effekt 

von GM-CSF mehrschichtig und betrifft vor allem den Einfluss von GM-CSF auf 1.) die 

Keratinozytenproliferation, 2.) die Immigration von LCs (Langerhans Zellen), Mastzellen 

und Neutrophilen in die Epidermis und Dermis und 3.) auf das Zytokinprofil nach UV-B-

Bestrahlung. Diese Punkte werden im Folgenden diskutiert.  

 

 

4.2 Effekt von GM-CSF auf die Proliferation, die Apoptose und die    

      Differenzierung der Keratinozyten nach UV-B-Bestrahlung 

GM-CSF stimuliert sowohl in vitro (Hancock et al., 1988; Kupper et al., 1988; Kawada et 

al., 1997) als auch in vivo die Proliferation von Keratinozyten (Kaplan et al., 1992; 

Braunstein et al., 1994; Breuhahn et al., 2000). Übereinstimmend damit wurden in der 

interfollikulären Epidermis der GM-CSF überexprimierenden Tiere erhöhte mitotische 

Indizes festgestellt (Breuhahn et al., 2000). Der Effekt von GM-CSF auf die 

Keratinozytenproliferation nach UV-B-Bestrahlung ist abhängig von der GM-CSF-

Grundkonzentration in der Haut der jeweiligen Versuchsgruppe:  

(1) In der Haut der Kontrollgruppe (keine messbare GM-CSF-Grundkonzentration) kommt 

es direkt nach Bestrahlung zu einer Hochregulation von GM-CSF, da die GM-CSF-
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Produktion der Keratinozyten nach UV-B-Bestrahlung durch die autokrine Produktion von 

IL-1α erhöht wird (Gallo et al., 1991; Nozaki et al., 1991; Tada et al., 2000). Die 

stimulierende Wirkung auf die Proliferation der Keratinozyten kann jedoch erst 96 Stunden 

nach Bestrahlung in Form einer Proliferationsspitze detektiert werden.  

(2) Eine Überexpression von GM-CSF in der unbestrahlten Haut führt nach UV-B-

Bestrahlung zunächst zu einer Absenkung der GM-CSF-Konzentration. Erst 96 Stunden 

nach Bestrahlung ist eine weitere GM-CSF-Konzentrationsspitze feststellbar, die sich 

jedoch nicht vom GM-CSF-Basiswert in der unbestrahlten Haut dieser transgenen Tiere 

unterscheidet. Diese GM-CSF-Konzentrationsspitze 96 Stunden nach UV-B-Bestrahlung 

führt zu einer prolongierten Keratinozytenproliferation (96 Stunden bis 14 Tage nach UV-

B-Bestrahlung), die zur endogenen Tumorpromotion beiträgt, indem sie zu einer klonalen 

Expansion von mutierten Keratinozyten führt und damit die Bildung von Neoplasien 

unterstützt. Dies wurde schon in der chemisch induzierten Karzinogenese gezeigt (Mann et 

al., 2001b). 

(3) In der Haut der transgenen Tiere, die den GM-CSF-Antagonisten überexprimieren, 

führt UV-B-Bestrahlung zunächst zu einer Abnahme der Antagonistenkonzentration und 

erst nach 96 Stunden zu einem zweiten Peak. Bis sieben Tagen nach der Bestrahlung 

nimmt die Antagonistenkonzentration so stark ab, dass sie sich nicht mehr von der GM-

CSF-Konzentration der Kontrollgruppe zum selben Zeitpunkt unterscheidet. Dies kann 

Folge der UV-B-vermittelten Herunterregulation des Gens Keratin 10 sein (Horio et al., 

1993), dessen Promotor den GM-CSF-Antagonisten kontrolliert. Dabei ist davon 

auszugehen, dass zu diesem Zeitpunkt der Antagonist die Wirkung des Agonisten nicht 

mehr komplett kompetitieren kann, da hierzu in vitro ein 1.000-facher Überschuss des 

Antagonisten gegenüber dem Agonisten erforderlich ist (Altmann und Kastelein, 1995). 

Trotzdem lassen sich in der Haut dieser Tiere erst nach 14 Tagen erste S-Phase-Nuklei in 

der Basalschicht der Epidermis detektieren. Diese Proliferationsverzögerung hat für die 

Tiere jedoch den Vorteil, dass die Zellen sich länger in der G1-Phase befinden (Liebermann 

et al., 1995) und so der durch UV-B verursachte DNA-Schaden effizienter repariert 

werden kann.  

Das insgesamt erst späte Auftreten von S-Phase-Nuklei in der Basalschicht der Epidermis 

aller Tiere (frühestens 96 Stunden nach Bestrahlung) lässt sich durch die UV-B-

induzierten, apoptotischen und nekrotischen Vorgänge in der Epidermis erklären (Cariccio 
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et al., 2003): UV-B-Bestrahlung führt zu Apoptose der Keratinozyten über verschiedene 

Mechanismen, zum Beispiel über Fas/FasL-Wechselwirkung (Hill et al., 1999) oder über 

die Induktion von p53 (Ziegler et al., 1994; Brash et al., 1996; Henseleit et al., 1997), was 

zu einer Hochregulation des proapoptotischen Proteins bax und zu einer 

Herunterregulierung des antiapoptotischen Proteins bcl-2 führt (Ouhtit und 

Ananthaswamy, 2001). Gleichzeitig induziert p53 über die Regulation der Expression von 

p21 auch den Zellzyklusstop in der G1-Phase (El-Deiry et al., 1993; Harper et al., 1993; 

Xiong et al., 1993; Liu et al., 1994; Liebermann et al., 1995). So kann der durch UV-B 

verursachte Zellschaden repariert werden.  

Während in der chemischen Karzinogenese kein Unterschied im Entdifferenzierungsgrad 

der Plattenepithelkarzinome der einzelnen Linien festgestellt werden konnte (Mann et al., 

2001b), bilden in der UV-B-induzierten Karzinogenese die Tiere verminderter GM-CSF-

Aktivität eine auffallend hohe Anzahl an Karzinomen geringer Differenzierung (Grad 4). 

Diese Beobachtung beruht auf der Tatsache, dass der Antagonist eine hemmende Wirkung 

auf die Fähigkeit von GM-CSF besitzt, die Keratinozytendifferenzierung nach UV-B-

Bestrahlung zu stimulieren (Szabowski et al., 2000). 

 

 

4.3 Einfluss von GM-CSF auf die Hautstruktur und die Infiltration von  

     Zellen nach UV-B-Bestrahlung 
Die zerstörende Wirkung von akuter UV-B-Strahlung auf die Epidermisstruktur konnte im 

Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden. Aus diesem Grund liegt die Vermutung nahe, dass 

GM-CSF ähnlich wie in Wundheilungs- und chemischen Karzinogenese-Experimenten 

(Kaplan et al., 1992; El Saghir et al., 1997; Jaschke et al., 1999; Stagno et al., 1999; Mann 

et al., 2001a) zur schnelleren Heilung der Epidermis führt. Dies konnte jedoch nicht 

bestätigt werden, denn der positive Effekt von GM-CSF auf die Keratinozytenproliferation 

(Hancock et al. 1988; Braunstein et al., 1994; Breuhahn et al., 2000) fördert nach UV-B-

Bestrahlung vor allem, wie in Kapitel 4.2 (S. 72) beschrieben, die klonale Expansion der 

mutierten Keratinozyten. Weitere Beobachtungen belegen die promovierende Wirkung von 

GM-CSF auf die Bildung von Neoplasien nach UV-B-Bestrahlung: 

(1) Eine erhöhte GM-CSF-Aktivität führt zu starken Entzündungen und hyperkeratotischen 

Veränderungen in der Dermis und Epidermis. Des Weiteren weisen GM-CSF 
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überexprimierende Tiere in einem größeren Umfang ödematose Strukturen mit 

Zellinfiltraten auf. Dies stimmt mit Studien überein, in denen festgestellt wurde, dass die 

transiente Expression von GM-CSF – verursacht durch einen replikationsdefizienten 

adenoviralen Vektor – zur epidermalen Hyperplasie, zu Entzündungen und massiver 

Infiltration führt (Rajagopalan et al., 1995; Xing et al., 1997). Der Antagonist hemmt bzw. 

verzögert dagegen die schnelle Infiltration von Entzündungszellen, die ebenfalls zur 

Tumorbildung beitragen können. In GM-CSF-knock out-Mäusen konnte dies für CD4+T-

Zellen gezeigt werden (Wada et al., 1997). 

(2) Nach UV-B-Bestrahlung kommt es zunächst zu einer Reduktion der Zellkerndichte in 

der Dermis und Epidermis, da UV-B vor allem auf die LCs (= Langerhans Zellen = 

Untergruppe der dendritischen Zellen) und DETCs (= dendritische epidermale T-Zellen) 

phototoxisch wirkt bzw. deren Morphologie verändert (Toews et al., 1980; Aberer et al., 

1981; Aberer et al., 1986; Cooper et al., 1993; Wachter et al., 2003; Sugihara et al., 2005). 

Das heißt, dass eine erhöhte GM-CSF-Aktivität in der Haut während der UV-B-induzierten 

Karzinogenese nicht zu einer verbesserten Antitumor-Immunität über die DCs vermittelte 

T-Zell-Stimulierung (Liu et al., 2006) führen kann. Eine epidermale Überexpression von 

GM-CSF führt nämlich zu einer erhöhten Anzahl an antigenpräsentierenden Langerhans-

Zellen (LCs) in der Epidermis (Breuhahn et al., 2000), indem es in vitro deren Absterben 

verhindert (Heufler et al., 1988) und ihre Reifung und Funktionsfähigkeit fördert (Caux et 

al., 1992; 1996; Herbst et al., 1998). So rufen bestrahlte B16-Melanomzellen, die GM-CSF 

exprimieren, in Mäusen eine potente Antitumor-Immunität hervor, die durch CD4+- und 

CD8+-T-Zellen vermittelt wird (Hung et al., 1988; Huang et al., 1994; Shi et al., 1999). 

Wurde den Tieren vor der Transplantation ein Antikörper gegen GM-CSF injiziert, konnte 

allerdings keine Immunität aufgebaut werden (Dranoff et al., 1993; Kayaga et al., 1999; 

Soo Hoo et al., 1999). Die Immunität gegen die B16-Melanomzellen beruht auf der 

Fähigkeit von GM-CSF, APCs (antigenpräsentierende Zellen) zu aktivieren. Diese 

präsentieren Tumorantigene den CD4+- und CD8+-T-Zellen, welche als T-Helferzellen 

(CD4+) oder Effektorzellen (CD8+) die Tumorabwehr vermitteln (Hung et al., 1988; Inaba 

et al., 1992; Huang et al., 1994; van Elsas et al., 1999). Antigene können somit effektiver 

aufgenommen, prozessiert und der Immunantwort zugänglich gemacht werden (Inaba et 

al., 1992; Huang et al., 1994; Banchereau und Steinmann, 1998; van Elsas et al., 1999). 
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Die APCs in der Haut der Tiere verminderter GM-CSF-Aktivität sind in ihrer Funktion 

aufgrund der Hemmung des endogenen GM-CSF durch den Antagonisten gestört (Mann et 

al., 2001b). Aus diesem Grund besitzen diese Tiere eine verschlechterte Antitumor-

Immunität in der chemisch induzierten Karzinogenese. Diese Funktionsstörung hat in der 

UV-B-induzierten Karzinogenese aus den bereits genannten Gründen keine negativen 

Auswirkungen, da die toxische Wirkung der UV-B-Strahlen auf die LCs bei allen Tieren 

identisch ist. Die nur leicht erhöhte Karzinominzidenz im Vergleich zur Kontrollgruppe ist 

möglicherweise Folge der hemmenden Wirkung des Antagonisten auf andere Gruppen von 

APCs (z.B. Makrophagen). In vitro- und in vivo-Daten deuten darauf hin, dass GM-CSF 

nicht nur für die Reifung von Makrophagen verantwortlich ist, sondern diese auch 

aktivieren kann (Sisson und Dinarello, 1988; Brissette et al., 1995; Basu et al., 1997; Shi et 

al., 2006).  

(3) In Übereinstimmung mit schon bestehenden Studien kommt es in der Haut der 

Kontroll- und Antagonistengruppe direkt nach UV-B-Bestrahlung zu einer Immigration 

von Mastzellen, die bei der UV-B-induzierten Immunmodulation von Bedeutung sind 

(Hart et al., 1998; 2000), da sie nach UV-B-Bestrahlung vor allem über die Freisetzung 

von Histamin, Prostaglandin und TNF-α immunsuppressiv wirken und über die 

Freisetzung von GM-CSF und IL-6 die Entwicklung von Th2-Zellen unterstützen (Walsh 

1995; Hart et al., 2000; 2001; 2002; Zhao et al., 2006). In der unbestrahlten bzw. 

bestrahlten Haut der GM-CSF überexprimierenden Tiere ist die Mastzellanzahl in der 

Dermis jedoch schon um den Faktor 2- bis 3 (Breuhahn et al., 2000) bzw. 1,5- bis 2-fache 

erhöht. Dies steigert per se die Suszeptibilität für Hautkarzinogenese (Hart et al., 2001), 

obwohl die Mastzellanzahl in der Haut dieser Tiere nach UV-B-Bestrahlung zunächst 

absinkt. In allen drei Versuchsgruppen konnte ein biphasisches Immigrationsverhalten der 

Mastzellen − resultierend aus einem Wechsel von Degranulation und Einwanderung der 

Mastzellen in die Dermis − gezeigt werden. Dabei ist für die erhöhte Tumoranfälligkeit der 

GM-CSF überexprimierenden Tiere der frühe Zeitpunkt der zweiten Einwanderungswelle 

− verursacht durch einen GM-CSF-Konzentrationsanstieg − mitverantwortlich.  

Sieben Tage nach UV-B-Bestrahlung kommt es zu einer Infiltration von neutrophilen 

Granulozyten in die Dermis der Kontroll- und der Antagonistengruppe. Bestehende 

Studien – allerdings an humaner Haut − wiesen infiltrierende Neutrophile zu einem 

früheren Zeitpunkt nach der Bestrahlung nach (Hawk et al., 1988; Teunissen et al., 2002; 
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Rijken et al., 2006). Eine Überexpression von GM-CSF führt jedoch sowohl schon eine 

Stunde nach Bestrahlung als auch nach sieben Tagen zu einer erhöhten Infiltration von 

neutrophilen Granulozyten, die über die Bildung von ROS (reactive oxygen species) zur 

Tumorpromotion beitragen, indem sie Entzündungen verstärken und damit apoptotische 

und nekrotische Vorgänge verändern (Trenam et al., 1991; Robertson et al., 1994; Fialkow 

et al., 2007). Eine solch modulierende Wirkung von GM-CSF auf neutrophile 

Granulozyten konnte auch schon für verschiedene Autoimmunerkrankungen gezeigt 

werden (Cook et al., 2004; Keller et al., 2005; Duan et al., 2007). In der unbestrahlten 

Haut hat GM-CSF dagegen keinen Einfluss auf die Infiltration von neutrophilen 

Granulozyten (Hazar et al., 1999; Breuhahn et al., 2000), obwohl es bei einer systemischen 

oder intraperitonealen GM-CSF-Gabe in Mäusen zu einer erhöhten Anzahl an 

zirkulierenden Neutrophilen und peritonealen Makrophagen kommt (Metcalf et al., 1987) 

und GM-CSF die konstitutive Apoptose von neutrophilen Granulozyten verzögert (Klein et 

al., 2000; Kobayashi et al., 2005).  

 

 

4.4 Modulation des Zytokinprofils durch GM-CSF nach UV-B- 

      Bestrahlung 
UV-B-induzierte Hautkarzinogenese ist ein komplexer Prozess, bei dem vor allem die 

Suppression des Immunsystems von Bedeutung ist. Diese erfolgt zum Beispiel durch die 

Ausschüttung von immunsuppressiven Zytokinen (Schwarz, 2005), wie etwa IL-10, TNF-

α und IL-4, die hauptsächlich für die lokale und systemische Immunsuppression nach UV-

B-Strahlung verantwortlich sind (Yoshikawa und Streilein, 1990; Kurimoto und Streilein, 

1992; Vincek et al., 1993; Moodycliffe et al., 1994; Kang et al., 1998; Shreedhar et al., 

1998; Ma et al., 2006) und vor allem von Keratinozyten aufgrund UV-B-induzierter DNA-

Schädigung freigesetzt werden (Schwarz et al., 1986; Kock et al., 1990; Nishigori et al., 

1996; Kibitel et al., 1998). In Einklang damit zeigt die Kontrollgruppe sechs Stunden nach 

Bestrahlung erhöhte Konzentrationen an IL-10, TNF-α und IL-4.  

IFN-γ ist ein zentrales proinflammatorisches Zytokin, dessen Konzentration sechs Stunden 

nach Bestrahlung in der Haut der Kontrollgruppe und der Antagonisten-Tiere maximal ist. 

In vitro-Versuche, die eine Abnahme von IFN-γ nach UV-B-Bestrahlung nachweisen, 

stehen diesen Ergebnissen entgegen (Teunissen et al., 1993; Simon et al., 1994; Kremer et 
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al., 1996; Denfeld et al., 2001). Das hier vorgestellte Modell hingegen berücksichtigt die in 

vivo-Verhältnisse in einem Organismus. Möglicherweise kommt es aufgrund der Stärke 

der Strahlung zu einer Akutphasereaktion. Dafür spricht auch die Induktion von IL-6 und 

TNF-α in der Haut der Kontrollgruppe bzw. nur von IL-6 in der Haut der Antagonisten-

gruppe. Eine erhöhte Expression von proinflammatorischen Zytokinen führt zu einer 

vermehrten FasL-Expression auf Keratinozyten und damit zu einer verstärkten Apoptose 

(Leverkus et al., 1997; Gutierrez-Steil et al., 1998; Arnold et al., 1999). Durch UV-B 

beschädigte Keratinozyten werden also möglicherweise eliminiert.  

Die fehlende Induktion von IL-12p40 ist Folge der zerstörenden Wirkung der UV-B-

Strahlen auf die LCs (Aberer et al., 1981; Koch et al., 1996) und einer verzögerten 

Migration von Makrophagen in die Dermis. Diese beiden Zelltypen sind in der Haut die 

Hauptquelle von IL-12p40 (D’Andrea et al., 1992; Macatonia et al., 1995; Tada et al., 

2000).  

Eine Überexpression von GM-CSF führt durch eine erhöhte Konzentration an IL-10, TNF-

α, IL-6, TGF-β1 und IFN-γ in der unbestrahlten Haut zu einem immunsuppressiven und 

proinflammatorischen Milieu. Dadurch ist die Anfälligkeit dieser Tiere für eine 

Tumorbildung per se erhöht. Ma et al., (2006) zeigten, dass UV-B zwar zu einer Induktion 

von IL-10 führt und damit zu einer Suppression von einer CHS (contact hypersensitivity) -

Antwort. Aber bei IL-10-transgenen Tieren, bei denen diese Suppression im unbestrahlten 

Zustand ausgelöst werden konnte, fand nach Bestrahlung keine Suppression der CHS-

Reaktion statt. Da GM-CSF zu einer erhöhten Freisetzung von IL-10 im unbestrahlten 

Zustand führt, wird die These aufgestellt, dass die durch IL-10 induzierte 

Immunsuppression bei den GM-CSF überexprimierenden Tieren nach UV-B-Bestrahlung 

nicht stattfindet. Man kann also davon ausgehen, dass die hohe Karzinominzidenz 

verbunden mit einer erhöhten Mortalität bei diesen Tieren nicht durch eine durch GM-CSF 

verstärkte Immunsuppression hervorgerufen wird, sondern durch das antagonistische 

Wirken von verschiedenen Zytokinen nach UV-B-Bestrahlung. Ähnliches konnte bereits 

für das Krankheitsbild von PKDL (Post kala-azar dermal leishmaniasis) gezeigt werden 

(Ismael et al., 2006). Des Weiteren ist für die Reifung in den sekundären Lymphorganen 

von aus der Haut stammenden DCs das Zytokinmilieu − suppressive versus stimulatori-

sche Zytokine − während der Migrationsinitiation entscheidend (de Gruijl et al., 2006). 

Eine Überexpression von GM-CSF könnte somit zu einer erhöhten Anzahl stimulierter T-
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Zellen nach UV-B-Bestrahlung führen, die in der Lage sind, eine Th1-Antwort zu 

rekonstituieren. Konsistent damit werden 96 Stunden nach der akuten UV-B-Bestrahlung 

TNF-α und TGF-β1 hochreguliert, die die IL-12p40-Produktion von wieder 

einwandernden LCs verstärken (Tada et al., 2001; Berthier-Vergnes, 2005). Allerdings 

wirkt die gleichzeitige GM-CSF-Induktion hemmend auf die IL-12p40-Produktion (Tada 

et al., 2000), und TGF-β1 antagonisiert den durch TNF-α induzierten Reifungsprozess der 

LCs (Bechetoille et al., 2006). Außerdem führt TNF-α zu einer verminderten Apoptose der 

LCs (Berthier-Vergnes, 2005), sodass Tumorzellen unkontrolliert proliferieren können. 

Des Weiteren verhindert eine Überexpression von GM-CSF eine Akutphasereaktion nach 

UV-B-Bestrahlung. Somit können mehr Tumorzellen unkontrolliert proliferieren. 

In der Haut der Tiere mit verminderter GM-CSF-Aktivität konnte keine durch UV-B 

induzierte Expression der immunsuppressiven Zytokine (IL-10, IL-4, TNF-α) festgestellt 

werden. Dies ist mit Sicherheit ein weiterer Grund für den besseren konstitutionellen 

Zustand sowie das verzögerte Auftreten von Karzinomen in der Haut dieser Tiere. 

Interessanterweise kann man auch bei diesen Tieren keine Induktion von IL-12p40 

feststellen, obwohl bekannt ist, dass GM-CSF die IL-12p40-Produktion der LCs hemmt 

(Tada et al., 2000) und dass IL-12p40 die UV-B-induzierte Immunsuppression 

antagonisiert. Zum einen reguliert es die Th1-Th2-Balance in Richtung Th1 (Schmitt et al., 

1995; D’Andrea et al., 1995; Muller et al., 1995; Schwarz et al., 1996; Schwarz, 2005), 

zum anderen induziert es DNA-Reparatur-Mechanismen (Meeran et al., 2006a; Maeda et 

al., 2006).  

 

 

4.4.1 Die Rolle von TGF-β1 in der UV-B-induzierten Hautkarzinogenese 

TGF-β1 reguliert die zelluläre Proliferation, Differenzierung, Angiogenese, Chemotaxis, 

Zellmigration, Matrixbildung und Immun- Entzündungsantworten (Sellheyer et al., 1993; 

O´Kane und Ferguson, 1997; Derynck und Zhang, 2003; Siegel und Massague, 2003). So 

wirkt es zum Beispiel auf Epithelzellen stark antiproliferativ. Mesenchymale Zellen regt es 

zur Fibrogenese an (Branton und Kopp, 1999; Reiss, 1999). Es moduliert Entzündungs-

reaktionen (Shull et al., 1992; Kulkarni et al., 1993) und die Suszeptibilität von Zellen 

gegenüber einer Apoptoseinduktion (Branton und Kopp, 1999; Reiss, 1999; Wahl, 1999; 

Wahl et al., 2000). In Abhängigkeit vom Grad der epidermalen Zelldifferenzierung, der 
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Höhe der TGF-β1-Expression oder der Dauer des Zytokinsignals kommt es jedoch zu 

gegensätzlichen Effekten von TGF-β1 auf Proliferation und Apoptose (Cui et al., 1995; 

Wang et al., 1997; 1999; Liu et al., 2001). So führt zum Beispiel die Expression von TGF-

β1 in den suprabasalen Schichten der Epidermis zur Erhöhung der mitotischen Indizes (Cui 

et al., 1995, Fowlis et al., 1996). Eine Hochregulation von TGF-β1 in der Haut der GM-

CSF überexprimierenden Tiere auf mRNA-Ebene wurde schon nachgewiesen (Breuhahn et 

al., 2000), konnte mittels Microarray-Analyse und Real-Time-PCR bestätigt und zusätzlich 

auf Proteinebene gezeigt werden. TGF-β1 trägt bei diesen Tieren zur Aufrechterhaltung 

der Homöostase in der Haut bei, indem es inhibitorisch auf die von GM-CSF stimulierte 

Zellproliferation wirkt. Nach UV-B-Bestrahlung scheint dieser Regelkreislauf jedoch nicht 

zu funktionieren: TGF-β1 wird zwar zeitgleich mit GM-CSF induziert (96 Stunden nach 

der akuten UV-B-Bestrahlung), ist jedoch nicht in der Lage, die durch GM-CSF 

verursachte Prolongation der Keratinozytenproliferation zu inhibieren. Möglicherweise 

führt UV-B-Bestrahlung in der Haut der GM-CSF überexprimierenden Tiere zu einer Art 

Resistenz der Keratinozyten auf TGF-β1-Signale. So weisen transgene Tiere, deren TGF-

β-Signalweg gestört ist, zum einen eine reduzierte Keratinozytenapoptose und während der 

Tumorpromotion zum anderen eine erhöhte Proliferation auf (Amendt et al., 1998; 2002). 

Aufgrund der Komplexität der TGF-β1-Funktion in der epidermalen Homöostase ist es 

vorstellbar, dass seine Induktion in der unbestrahlten Haut der transgenen 

Antagonistenlinie eine GM-CSF kompensierende Funktion ausübt.  

 

 

4.4.2 Identifizierung von Zielgenen von GM-CSF in der unbestrahlten Haut 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte mittels eines low-density-cDNA-Microarrays 

mit zirka 300 Genen und der Verifizierung durch die Real-Time-PCR für TGF-β1 und 

BMP-9 eine Regulation in der Haut beider transgener Mauslinien festgestellt werden. 

Keratin 6 zeigte bei den GM-CSF überexprimierenden Tieren eine leichte Erhöhung der 

Expression. Die geringe Anzahl von GM-CSF-Zielgenen, die sich aus der Microarray-

Analyse ergab, ist Folge der Komplexität bezüglich der Probengenerierung, Herstellung 

des Arrays, Markierung der Sonden, Hybridisierung dieser auf den Array und der 

Auswertung und Verifizierung der Ergebnisse. So stammten die ausgewählten cDNA-

Bereiche sowohl aus dem translatierten (Sonden aus den Arbeiten von Dr. Amrit Mann und 
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Dr. Christiane Amendt) als auch aus dem 3’-untranslatierten Bereich (von der Firma 

GENterprise, Mainz generierte Sonden) der jeweiligen Gensequenzen. In der Regel 

generiert man die cDNA-Sonden für einen Microarray aus dem 3’-untranslatierten 

Bereich, da dieser die größte Diversität aufweist und auf diese Weise sogar sich wenig 

unterscheidende Mitglieder einzelner Genfamilien voneinander abgegrenzt werden können 

(Dorris et al., 2002). Dies beinhaltet auch die Vermeidung von Domänenstrukturen und 

repetitiven Sequenzen. Die Sonden aus den Arbeiten von Dr. Christiane Amendt und Dr. 

Amrit Mann waren jedoch in früheren Versuchen (Amendt et al., 1998; Breuhahn et al., 

2000; Mann et al., 2001) bereits etabliert und im Northern Blot überprüft und sollten so 

auch für Microarray-Experimente geeignet sein. Über BLAST (Altschul et al., 1990) 

wurden Sequenzhomologien zu anderen Genen, repetitiven Sequenzen oder 

Domänenstrukturen ausgeschlossen.  

Ein weiterer kritischer Faktor der Microarray-Analyse ist die Menge an Sondenmaterial, 

die auf das Substrat (hier: Glas) gespottet wird. Dies kann limitierend für die auf dem Glas 

detektierbare Signalstärke sein und so die Sensitivität der Messungen beeinflussen. Die 

Konzentration, Menge und Größe der Sonden in der vorliegenden Arbeit basierte auf 

Versuchen von Frank Diehl et al. am Deutschen Krebsforschungszentrum in Heidelberg 

(Diehl et al, 2001). Die direkte Markierung der cDNA erfolgte mit den Cy3- und Cy5-

Fluorophoren (Amersham) über eine reverse Transkriptionsreaktion. Dabei ist eine 

ausgewogene Inkorporation der Farbstoffe nötig, da eine zu hohe Farbstoffinkorporation 

(spezifische Aktivitäten > 1 Farbstoffmolekül/20 Nukleotiden) zu einer signifikanten 

Destabilisierung der Hybridisierungsduplex (Randolph und Waggoner, 1997) und somit zu 

einem verminderten Hybridisierungssignal im Vergleich zu einer Probe mit einer 

moderaten Farbstoffinkorporation führt (Worley et al., 2000). Eine zu geringe spezifische 

Aktivität (< 1 Farbstoffmolekül/100 Nukleotiden) führt zu einem sehr schwachen 

Hybridisierungssignal (Worley et al., 2000). Speziell für Cy5 ist zu beachten, dass es 

anfälliger für Degradation ist und weniger gut eingebaut wird als Cy3 (Schena und Davis, 

2000). Auch in den Versuchen, die hier beschrieben wurden, wurde Cy3 wesentlich besser 

inkorporiert als Cy5, was an der stärkeren Grünfärbung zu sehen war. Durch die 

Normalisierung mittels z Score-Transformation konnte dies jedoch ausgeglichen werden. 

Keratin 6 wird zusammen mit Keratin 16 in Stresssituationen, z.B. nach Verwundungen, in 

der Epidermis und in Haarfollikeln exprimiert (Martin, 1997; Fuchs und Cleveland, 1998). 
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Die Microarray-Analyse ergab eine Hochregulation von Keratin 6 in der Haut der GM-

CSF überexprimierenden Tiere. Da auf Proteinebene keine erhöhte Keratin 6-Expression 

festgestellt wurde (Breuhahn et al., 2000), wird postuliert, dass GM-CSF in diesen Tieren 

zwar zu einer erhöhten Produktion der Keratin 6-mRNA führt, was in Übereinstimmung 

mit Studien steht, nach denen GM-CSF zu einer Induktion von Keratin 6 führt (Kaplan et 

al., 1992; Braunstein et al., 1994; Xing et al., 1997), gleichzeitig jedoch posttranskriptio-

nelle Kontrollmechanismen eine fundamentale regulatorische Funktion ausüben (Blessing 

et al., 1987; Lersch et al., 1989; Stellmach und Fuchs, 1989). 

BMP-9 und TGF-β1 gehören zur großen TGF-β-Multigenfamilie, zu der neben den drei bei 

Säugetieren vorkommenden Isoformen TGF-β1, 2 und 3, auch die Aktivine, die GDFs 

(growth and differentiation factors), der Müllerfaktor (Kingsley, 1994) und die BMPs 

(bone morphogenetic proteins) gehören. BMPs sind dimere Proteine, für die ihre Fähigkeit, 

ektope Knochenbildung nach subdermaler Injektion zu induzieren, charakteristisch ist 

(Wozney und Rosen, 1988; Reddi, 1997). BMP-Signalwege sind für einen Organismus 

während der Entwicklung und/oder des Wachstums wichtig. Allerdings konnte BMP-9 

bislang nur in der Leber von adulten Mäusen bzw. Ratten nachgewiesen werden. Es wird 

dort hauptsächlich von den Sternzellen exprimiert (Miller et al., 2000). Dazu konträr sind 

die Ergebnisse dieser Arbeit, die mittels Microarray-Analyse und Real-Time-PCR eine 

Expression von BMP-9 in der Haut sowohl der Kontrollgruppe als auch beider transgener 

Linien nachweisen. Eine mögliche Begründung für diese gegensätzlichen Ergebnisse ist 

der unterschiedliche genetische Hintergrund bzw. die Verwendung unterschiedlicher 

Tierarten (Maus versus Ratte). Es ist bekannt, dass BMP-9 im TGF-β1-Regelkreislauf von 

Bedeutung ist (Attisano und Lee-Hoeflich, 2001). Daraus abgeleitet ist es denkbar, dass die 

Hochregulation von TGF-β1 bei den transgenen Tieren in Verbindung mit der 

Herunterregulation von BMP-9 steht. 
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5. Zusammenfassung 
UV-B-Strahlung, die durch die fortschreitende Zerstörung der Ozonschicht zunimmt, ist 

hauptsächlich für das Entstehen von Basaliomen und Plattenepithelkarzinomen verantwort-

lich, an denen jedes Jahr etwa 2 bis 3 Millionen Menschen weltweit erkranken. UV-B 

induzierte Hautkarzinogenese ist ein komplexer Prozess, bei dem vor allem die mutagenen 

und immunsuppressiven Wirkungen der UV-B-Strahlung von Bedeutung sind. Die Rolle 

von GM-CSF in der Hautkarzinogenese ist dabei widersprüchlich. Aus diesem Grund 

wurde die Funktion von GM-CSF in vivo in der UV-B-induzierten Hautkarzinogenese 

mittels zwei bereits etablierter Mauslinien untersucht: 1.) transgene Mäuse, die einen GM-

CSF-Antagonisten unter der Kontrolle des Keratin-10-Promotors in den suprabasalen 

Schichten der Epidermis exprimieren, und 2.) solche, die unter dem Keratin-5-Promotor 

murines GM-CSF in der Basalschicht der Epidermis überexprimieren. Eine Gruppe von 

Tieren wurde chronisch, die andere akut bestrahlt. Die konstitutionelle Verfassung der 

Tiere mit erhöhter GM-CSF-Aktivität in der Haut war nach chronischer UV-B-Bestrahlung 

insgesamt sehr schlecht. Sie wiesen deshalb eine stark erhöhte Mortalität auf. Dies ist 

sowohl auf die hohe Inzidenz als auch das frühe Auftreten der benignen und malignen 

Läsionen zurückzuführen. Eine verminderte GM-CSF-Aktivität verzögerte dagegen die 

Karzinomentwicklung und erhöhte die Überlebensrate leicht. GM-CSF wirkt auf 

verschiedenen Ebenen tumorpromovierend: 1.) erhöht eine gesteigerte Mastzellanzahl in 

der Haut der GM-CSF überexprimierenden Tiere per se die Suszeptibilität für 

Hautkarzinogenese. 2.) stimuliert GM-CSF die Keratinozytenproliferation. Dadurch 

kommt es nach UV-B-Bestrahlung zu einer prolongierten epidermalen Hyperproliferation, 

die zur endogenen Tumorpromotion beiträgt, indem sie die Bildung von Neoplasien unter-

stützt. Der Antagonist verzögert dagegen den Proliferationsbeginn, die Keratinozyten blei-

ben demzufolge länger in der G1-Phase und der durch UV-B verursachte DNA-Schaden 

kann effizienter repariert werden. 3.) kann GM-CSF die LCs nicht als APCs aktivieren und 

eine Antitumorimmunität induzieren, da UV-B-Strahlung zur Apoptose von LCs bzw. zu 

deren Migration in Richtung Lymphknoten führt. Zusätzlich entwickeln GM-CSF 

überexprimierende Tiere in ihrer Haut nach UV-B-Bestrahlung ein Millieu von antago-

nistisch wirkenden Zytokinen, wie TNF-α, TGF-β1, IL-12p40 und GM-CSF, die 

proinflammatorische Prozesse und somit die Karzinomentwicklung begünstigen. Der Anta-

gonist hemmt nach UV-B-Bestrahlung die Ausschüttung sowohl von immunsuppressiven 
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Zytokinen, wie etwa TNF-α, als auch von solchen, die die Th2-Entwicklung unterstützen, 

wie etwa IL-10 und IL-4. Dies wirkt sich negativ auf die Karzinomentwicklung aus.  
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UV-B-radiation which is increasing due to the progressive depletion of the ozone layer is 

mainly responsible for the formation of basal cell carcinoma and squamous cell carcinoma 

of which 2-3 million human beings are affected every year. 

UV-B induced skin carcinogenesis is a complex process in which mainly the mutagenous 

and immunesuppressives effects of UV-B-radiation are important. The role of GM-CSF in 

skin carcinogenesis is contradictory. For that reason the function of GM-CSF in the UV-B-

induced skin carcinogenesis was examined in vivo by means of two already established 

mice strains: Firstly transgene mice, which overexpress a GM-CSF antagonist under the 

control of the keratin-10-promotor in the suprabasal layer of their epidermis and secondly 

mice, which overexpress murine GM-CSF under the control of the keratin-5-promotor in 

the basal layer of their epidermis. One group of mice was radiated chronically, the other 

one was radiated acutely. As the physical constitution was generally very bad of the mice 

with an increased activity of GM-CSF in the skin after chronic UV-B-radiation their 

mortality increased. It must be attributed to the high level and the early appearance of both 

benign and malign lesions whereas a decreased GM-CSF activity led to a delayed 

development of carcinoma and to a lightly increased survival rate. GM-CSF promotes 

tumour growth in different ways: First the higher level of mast cells in the skin of GM-CSF 

overexpressing animals increases per se the susceptibility for skin carcinogenesis. Second 

GM-CSF stimulates the proliferation of keratinocytes which leads to a prolonged 

epidermal hyperproliferation after UV-B-radiation. This contributes to an endogenous 

tumour promotion by supporting the creation of neoplasias. On the other hand the 

beginning of proliferation is delayed by the antagonist. According to that the keratinocytes 

remain more time in the G1-phase of the cycle and therefore DNA-damage caused by UV-

B-radiation can be repaired more efficiently. Third GM-CSF is not able to activate 

Langerhans cells (LC) to an antigen presenting cell state to induce antitumourimmunity, 

because UV-B-radiation leads to apoptosis or migration of LCs directing the lymphatic 

node. In addition to that - after UV-B-radiation - mice overexpressing GM-CSF develop an 

environment of antagonistically working cytokines like TNF-α, TGF-β1, IL-12p40 and 

GM-CSF in their skin. These ones facilitate proinflammatory processes and thus the 

development of carcinoma. After UV-B-radiation the antagonist inhibits the release of 

immunesuppressive cytokines like TNF-α and the release of those, which support the Th2-
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development like IL-10 und IL-4. This has a negative effect on the development of 

carcinoma.  
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A Adenin 
Abb. Abbildung 
AcOH acetic acid 

Essigsäure 
Ag Agonist 
Ak Antikörper 
AML akute myeloide Leukämie 
Amp Ampicillin 
Ant Antagonist 
AP alkalische Phosphatase 
APC antigen presenting cells 

antigenpräsentierende Zellen 
APO-1 apoptosis antigen-1 

Apoptose Antigen-1 
AS Aminosäure 
B[a]P Benzo[a]pyrene 
BCC basal cell carcinoma 

Basalzellkarzinom 
BLAST basic local alignment search tool 
bp Basenpaare 
BMP bone morphogenetic protein 

Knochenwachstumsfaktor 
BrdU Bromodeoxyuridin 
BSA bovine serum albumin 

Rinderserumalbumin 
bzw. beziehungsweise 
C cytosin 

Zytosin 
°C Grad Celcius 
ca. circa 
CD clusters of differentiation 

Gruppen immunphänotypischer Oberflächenmerkmale 
von Zellen 

cDNA complimentary DNA 
komplementäre DNA 

CHS contact hypersensitivity 
Kontakthypersensivität 

cm Zentimeter 
CPD cyclobutan-pyrimidin dimer 

Zyklobutan-Pyrimidin-Dimer 
CSF colony-stimulating factor 

koloniestimulierender Faktor 
CTL cytotoxic T-lymphocyte 

zytotoxische T-Lymphozyten  
Da Dalton 
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dATP Desoxyadenosyl-triphosphat 
DC dendritic cells 

dendritische Zellen 
DEPC Diethyl-Pyrocarbonat 
DETC dendritic epidermal T cells 

dendritische epidermale T-Zellen 
d.h. das heißt 
dH2O destilliertes Wasser 
DISC death-inducing signaling complex 
DMBA 7,12-Dimethylbenz(α)anthrazen 
DNA desoxyribonucleic acid 

Desoxyribonucleinsäure 
dNTP Desoxyribonucleotid 
DTH delayed-type hypersensitivity 

Hypersensitivität vom verzögerten Typ 
E. coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraacetat 
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 

Immunologisches Nachweisverfahren 
EGR early growth response factor 
EST expressed sequence tags 
et al. et alii (lat.) 

und andere 
EtOH Ethanol 
FADD Fas associating protein with death-domain 
FITC Fluoresceinisothiocyanat 
FKS fötales Kälberserum 
G Guanin 
G0-Phase Ruhephase außerhalb des Zellzyklus’ 
G1-Phase erste Ruhephase des Zellzyklus’  
G2-Phase zweite Ruhepase des Zellzyklus’ 
g Gramm oder Erdbeschleunigung 
G-CSF granulocyte colony-stimulating factor  

Granulozyten koloniestimulierender Faktor 
GDF growth differentiation factor 
GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 

Granulozyten-Makrophagen koloniestimulierender 
Faktor 

h hour 
Stunde 

HE Hämatoxylin-Eosin 
HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-2-Ethansulfonsäure 
HG Haushaltsgen 
HPRT Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 
ICE interleukin-1beta converting enzyme 
IFN-γ Interferon-gamma 
IgE Immunglobulin E 
IgG Immunglobulin G 
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IL Interleukin 
IPTG Isopropylthio-β-D-galaktosid 
JAK Janus Kinase 
kb Kilobasen 
kDa Kilodalton 
kJ Kilojoule 
konz. konzentriert 
λ Wellenlänge 
l Liter 
LB Luria burtani 
LC Langerhans cells 

Langerhans-Zellen 
LPS Lipopolysaccharid 
Lsg. Lösung 
µ mikro 
m milli 
M Molekularmasse oder Mitose 
mA Milliampere 
MAPK mitogen-activated protein kinase 
M-CSF macrophage colony-stimulating factor 

Makrophagen koloniestimulierender Faktor 
mg Milligramm 
MGG May-Grünwald-Giemsa 
min Minuten 
ml Milliliter 
mm Millimeter 
MNNG N-Methyl-N’Nitro-N-Nitro-Guanidin 
MOPS 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure 
mRNA messenger ribonucleic acid  

Boten-RNA 
mt mutiert 
µl Mikroliter 
ng Nanogramm 
nm Nanometer 
NMU Methyl-Nitrosoharnstoff 
Nr. Nummer 
ODXnm optische Dichte bei der Wellenlänge von x nm 
ORF open reading frame 

offenes Leseraster 
p.a. pro analysi (lat.) 

für die Analyse 
PI3-K Phosphatidylinositol 3-Kinase 
PBS phosphate buffered saline  

phosphatgepufferte Salzlösung 
PCR polymerase chain reaction  

Polymerasekettenreaktion 
pH pH-Wert 
p Pico oder p-Wert 
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PFA Paraformaldehay 
PKDL post kala-azar dermal leishmaniasis 

Post-Kala-Azar-Hautleishmanid 
polyA-Signal Polyadenylierungssignal 
RNA ribonucleic acid 

Ribonukleinsäure 
RNase Ribonuklease 
ROS reactive oxygen species 

Reaktive Sauerstoffspezies 
rpm rotations per minute 

Umdrehungen pro Minute 
RT Raumtemperatur oder reverse Transkription 
S DNA-Synthesephase innerhalb des Zellzyklus` 
s Sekunden 
SCC squamous cell carcinoma 

Plattenepithelkarzinom 
SCCL small cell carcinoma of the lung 

kleinzelliges Lungenkarzinom 
SDS sodiumdodecylsulfate 

Natriumdodecylsulfat 
SEM standard error of the mean 

Standardfehler des Mittelwertes 
s.o. siehe oben 
S-Phase Synthesephase des Zellzyklus 
STAT signal transducer and activator of transcription 
T Thymin 
Tab. Tabelle 
TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
Taq Thermus aquaticus 
TE Tris EDTA-Puffer 
Tg transgen 
TGF transforming growth factor 
Th1/Th2 T-Helfer-Zellen vom Typ 1 bzw. 2 
TNF tumor necrosis factor 
TPA 12-O-Tetradecaoylphorbol-13-Azetat 
TRIS Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan 
TUNEL terminal deoxynucleotidyltransferase-mediadet nick 

end labeling 
U Units 

Enzymeinheiten 
u.a. unter anderem 
UCA urocan acid 

Urocansäure 
üN über Nacht 
Upm Umdrehungen pro Minute 
UV ultraviolett 
V Volt 
vgl. vergleiche 
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Vol. Volumen 
v/v volume for volume 
v/w volume per weight 

Volumenprozent 
WHO World Health Organization 

Weltgesundheitsorganisation 
wt Wildtyp 
w/w weight per weight 

Gewichtsprozent 
z. B. zum Beispiel 
ZVTE Zentrale Versuchstiereinrichtung 
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D. Anhang 
 
Im Folgenden sind die Gene aufgelistet, die auf dem cDNA-Microarray vertreten waren. 
Die Nummerierung für die Position auf dem Chip setzt sich dabei wie folgt zusammen: 
Der erste Großbuchstabe mit der Zahl steht für einen der vier Microarrays. Die Anordnung 
erfolgte jeweils von links nach rechts (also A1, A2 in der ersten Reihe; B1, B2 in der 
zweiten Reihe). Der kleine Buchstabe steht für die Reihe eines jeden Subarrays (a-l). Die 
letzte Ziffer gibt die Position in der jeweiligen Reihe an (1-16). 
 
 
Genname Accession-Nr. Chip-Position 
   
A1 L16462 A1k13; A1k14 
Acvr1 (Activin A Receptor type 1) NM_007394 A1k1; A1k2;  

B1i1; B1i2 
Acvr1b (Activin A Receptor type 1b) NM_007395 B2i1; B2i2 
Acvr2b (Activin A Receptor type 2b) NM_007397 B1h5; B1h6 
B7.1 AF065893 B1e5, B1e6 
B7.2 AF065897 A1f15, A1f16 
Bad L37296 B1f13, B1f14 
Bak Y13231 A1f13, A1f14 
Bax L22472 B1f11, B1f12 
Bcl-2 M16506 A1f11, A1f12 
Bcl-3 M90397 B1f9; B1f10 
Bcl-10 AJ006289 A1f9, A1f10 
Bcl-xL L35049 B1f7, B1f8 
ß-Actin X03765 A2j5, A2j6;  

B1f15, B1f16;  
B2e13; B2e14 

β2-microglobulin NM_004048 B1d1, B1d2 
BimEL AF032459 A1f7, A1f8 
Blimp1 U08185 B2h7; B2h8 
BMP2 (Bone morphogenetic protein 2) NM_007553 A2i15, A2i16 
BMP4 (Bone morphogenetic protein 4) NM_007554 A1i3, A1i4 
BMP5 (Bone morphogenetic protein 5) NM_007555 A2i3, A2i4 
BMP8a (Bone morphogenetic protein 8a) M97017 A1j9, A1j10 
BMP9 (Bone morphogenetic protein 9) AF188286 A1h7, A1h8 
BMP10 (Bone morphogenetic protein 10) NM_009756 B1f5, B1f6 
BMP R1a (Bone morphogenetic protein Receptor 1a) NM_009758 B1i13; B1i14 
BMP R1b (Bone morphogenetic protein Receptor 1b) NM_007560 B2i13; B2i14 
BMP R2 (Bone morphogenetic protein Receptor, type II) NM_007561 A2g11, A2g12 
Camk-2 (Ca2+/Calmodulin-dependent protein kinase II) X63615 B1k3; B1k4 
Caspase 1 L28095 A2k15, A2k16 
Caspase 8 AF067834 B2j15; B2j16 
Cathepsin D X53337 B1j7; B1j8 
Cathepsin H U06119 B2j7; B2j8 
Cathepsin L X06086 A1l11, A1l12 
CD3e NM_007648 B1h3, B1h4 
CD4 NM_013488 B2h3; B2h4 
CD8b NM_009858 B1g7, B1g8 
CD11a AF065902 A1h13; A1h14 



D. Anhang 
 

125

CD19 NM_009844 B1h7; B1h8;  
B2g7; B2g8 

CD44 BC005676 A2i11, A2i12 
Cdc2 homolog (s, pombe)-like  M58633 B2g13; B2g14 
Cdc42 U37720 B2k3; B2k4 
Cdc2 NM_013486 B2h15; B2h16 
cdk4 (Cyclin-dependent kinase 4) L01640 B2h9; B2h10 
cdk6 (Cyclin-dependent kinase 6) AF132483 A1f5, A1f6 
cdk7 (Cyclin-dependent kinase 7) U11822 B1g13, B1g14 
cdk inhibitor 1A (p21) (Cyclin-dependent kinase Inhibitor 1A) U24173 A1i5, A1i6 
cdk inhibitor 1B (p27) (Cyclin-dependent kinase Inhibitor 1B) U09968 A2i5, A2i6;  

B1e9, B1e10 
cdk inhibitor 1C (p57) (Cyclin-dependent kinase Inhibitor 1C) U20553 A1h9, A1h10 
cdk inhibitor 2C (p18) (Cyclin-dependent kinase Inhibitor 2C) U19596 B1g1, B1g2 
cdk inhibitor 2D (p19) (Cyclin-dependent kinase Inhibitor 2D) U20497 B1e11, B1e12; 

B2g1; B2g2 
c-myc (Myelocytomatosis Oncogene)  NM_010849 B1h15; B1h16 
collagen pro-alpha-1 type I chain  U08020 B1l7; B1l8 
c-rel X15842 B2f15; B2f16 
Csf2rb2 (Colony-stimulating factor 2 Receptor, beta 2) NM_007781 B1i9; B1i10 
Csf2rb1 (Colony-stimulating factor 2 Receptor, beta 1) NM_007780 A2h15, A2h16 
Cyclin A2 X75483.1 A1i7, A1i8 
Cyclin B X58708 A2i7, A2i8 
Cyclin B2 X66032 A1h11, A1h12 
Cyclin C U62638 A2h11, A2h12 
Cyclin D1 S78355 A1g15, A1g16 
Cyclin D2 M83749 A2g15, A2g16 
Cyclin D3 NM_007632 A1g3, A1g4 
Cyclin E X75888 A2g3, A2g4 
Cyclin F Z47766 B1i5, B1i6 
Cyclin G Z37110 B2i5; B2i6 
Cyclin G2 U95826 B1h9; B1h10 
E-Cadherin/L-CAM X06115 B2i15; B2i16 
EGF (Early growth factor) NM_010113 B2i9; B2i10 
Epimorphin E06629 B1i3; B1i4 
ERG1 (Early response gene) NM_007913 A2k13, A2k14 
Fadd (Fas (TNFRSF6)-associated via death domain)  NM_010175 B1j15; B1j16 
Fas M83649 A2f13, A2f14 
FasL (Fas Ligand) U06948 B2f11; B2f12 
FGF-9 (Fibroblast growth factor) D38258 A2j9, A2j10 
Fibronektin BC004724 A2k1, A2k2 
fos (Osteosarcoma Oncogene)  NM_010234 B2i11; B2i12 
GAPDH (Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase) NM_008084 A1j5, A1j6,  

A2e15, A2e16 
GATA-4 (GATA-binding transcription factor) M98339 A2j11, A2j12 
G-CSF (Granulocyte colony-stimulating factor) M13926 A2g7, A2g8 
GM-CSF (Granulocyte macrophage-stimulating factor) X03020 A1h15, A1h16 
growth hormone receptor M33324 B2l1; B2l2 
HMBS (Hydroxymethyl-bilane synthase) NM_000190 A1d11, A1d12 
HPRT (Hypoxanthine phosphoribosyltransferase)  NM_000194 A1d1, A1d2 
Hsp 70 (Heat shock protein 70 kDa) D78645 A2g1, A2g2 
Hsp 25 (Heat shock protein, 25 kDa) U03560 A2h9, A2h10 
Hsp 60 (Heat shock protein, 60 kDa) X53584 A1g13, A1g14 
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Hsp 84 (Heat shock protein, 84 kDa 1) M36829 A2g13, A2g14 
Hsp 86 (Heat shock protein, 86 kDa 1) M36830 A1g1, A1g2 
ICAM1 (Intercellular adhesion molecule 1) X52264 A1i9, A1i10 
IFN-γ (Interferon-γ) K00083 B2f7; B2f8 
IFN-γR (Interferon-γ Receptor) NM_010511 A1h1, A1h2;  

B1l13; B1l14 
IκB-β U19799 B2e7; B2e8;  

B2f9; B2f10 
IL-1β (Interleukin 1β) M15131 A1g5, A1g6 
IL-2 (Interleukin 2) AF065914 B2l5; B2l6 
IL-3 (Interleukin 3) NM_010556 B2f5; B2f6 
IL-4 (Interleukin 4) M25892 A2i13, A2i14 
IL-5 (Interleukin 5) NM_010558 B2k9; B2k10 
IL-6 (Interleukin 6) NM_031168 B2j13; B2j14 
IL-7 (Interleukin 7) X07962 B1k15; B1k16 
IL-11 (Interleukin 11) U03421 B1i7; B1i8 
IL-12b (Interleukin 12b) NM_008352 B2i7; B2i8 
IL-12p40 (Interleukin 12p40) M86671 A1d3, A1d4,  

A1j15, A1j16 
IL-13 (Interleukin 13) NM_008355 A2l9, A2l10 
IL-15 (Interleukin 15) U14332 B1h11; B1h12 
IL-17 (Interleukin 17) NM_010552 A2f7; A2f8 
IL-18 (Interleukin 18) NM_008360 A1i1, A1i2 
IL-18R (Interleukin 18 Receptor) NM_008365 A1l9, A1l10 
IL-1R2 (Interleukin 1 Receptor 2) X59769  A2g5, A2g6 
IL-4Rα (Interleukin 4 Receptor, alpha) M27959 B2l13; B2l14 
IL-7R (Interleukin 7 Receptor) M29697 B1k17; B1k18 
IL-9R (Interleukin 9 Receptor) M84746 B1f3, B1f4 
IL-6 signal transducer gp130 NM_010560 A1h3, A1h4 
Inhba (Inhibin beta-A) NM_008380 A2h7, A2h8 
Inhbc (Inhibin beta-C) NM_010565 A1g11, A1g12 
integrin α 3 (Cd49c) D13867 A2k5, A2k6 
integrin α 4 (Cd49d) X53176 B2j11; B2j10 
integrin α 6 X69902 B1j9; B1j10 
integrin α 7 L23423 A2l13, A2l14 
integrin α M (Cdli b) X07640 A1l13, A1l14 
integrin β 2 (Cdl8) X14951 B1k5; B1k6 
integrin β 7 M95633 A2l1, A2l2 
integrin-b1 (Integrin beta subunit) Y00769 A1l1, A1l2 
JAK3 (Janus kinase 3) L33768 B2k7; B2k8 
jun (Jun oncogene)  NM_010591 B1i11; B1i12 
Jun proto-oncogen related gene  J05205 B2g15; B2g16 
Jun-B oncogene J03236 B1g15; B1g16 
KGF-Receptor (Keratinocyte growth factor Receptor)  M63503 B1h13, B1h14 
KRT1 (Keratin 1) NM_016958 A1f3, A1f4 
KRT6 (Keratin 6) NM_008476 A1d15, A1d16 
KRT8 (Keratin 8) NM_000224 B1e15, B1e16 
KRT10 (Keratin 10) AF245658 B1f1, B1f2 
KRT14 (Keratin 14) NM_016958 A1e15, A1e16 
KRT18 (Keratin 18) NM_000224 A1f1, A1f2 
KRT20 (Keratin 20) NM_023256 B1d5, B1d6 
L19 BC087961 B1d3, B1d4 
L32 NM_172086 A1d7, A1d8 
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LIF (Leukemia inhibitory factor) X06381 B1l11; B1l12 
limk (Lim kinase)  U15159 B2j11; B2j12 
Ltbp1 (Latent transforming growth factor β binding protein 1)  NM_019919 A2i1, A2i2 
Ltbp2 (Latent transforming growth factor β binding protein 2) NM_013589 A1h5, A1h6 
L-Selectin NM_011346 A1i11, A1i12 
Madh1 (Smad1) NM_008539 B1j1; B1j2 
Madh2 (Smad2) NM_010754 A2j15, A2j16 
Madh3 (Smad3) NM_016769 A1g9, A1g10 
Madh4 (Smad4) NM_008540 A2g9, A2g10 
Madh5 (Smad5) NM_008541 B1l5; B1l6 
Madh6 (Smad6) NM_008542 B1k9; B1k10 
Madh7 (Smad7) NM_008543 A1i15, A1i16 
MAPK10 (Mitogen-activated protein (MAP) kinase stress 
                   activated protein B)  

L35236 B1j11; B1j12 

MAPK PK2 (MAP kinase-activated protein kinase 2) X76850 A2l15, A2l16 
MAPKK8 D13759 B2g3; B2g4 
MAPKKK3 U43187 A2l3, A2l4 
MAPKKl L02526 A1l3, A1l4 
MAPKl4 U10871 A1l15, A1l16 
mast cell protease 4 M55617 A1k3, A1k4 
M-CSF (Macrophage colony-stimulating factor) NM_007778 A1g7, A1g8 
mdm2 X58876 B2i3; B2i4 
MMP2 (Matrix metalloproteinase 2) M84324 A2l11, A2l12 
MMP9 (Matrix metalloproteinase 9) X72795/Z27231 A1k15, A1k16 
Myosine heavy chain M76601 B2k15; B2k16 
NF-κBp105 (Nuclear factor kappa B p105) L28118 A1i13, A1i14 
NF-κBp65 (Nuclear factor kappa B p65) M61909 B2g9; B2g10 
p15 (Cyclin-dependent kinase Inhibitor 2B (inhibits CDK4) BC002010 B1e13, B1e14 
p18 (Cdk4 and Cdk6 Inhibitor p18 protein) U19596 A1e13, A1e14 
p50 (Transcription factor NF-kappa-B DNA-binding subunit) M57999 A1e9, A1e10 
PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) X53068 A1j11, A1j12 
PDGF-A (Platelet-derived growth factor, alpha) NM_008808 B1j5; B1j6; B2l7; 

B2l8 
PDGF-B (Platelet-derived growth factor, beta) NM_011057 B2j5; B2j6 
PDGF Rα (Platelet-derived growth factor, Receptor alpha) NM_011058 A2h3, A2h4; 

B1k11; B1k12 
PDGF R β (Platelet-derived growth factor, Receptor beta) NM_008809 B2k11; B2k12 
PECAM (Platelet endothelial cell adhesion molecule) NM_008816 B2f3; B2f4;  

B2k5; B2k6 
pF4 (platelet factor 4) AB017491 B1i15; B1i16 
plasminogen activator inhibitor, type II X16490 B2l9; B2l10 
plasminogen activator, tissue J03520 A1j7, A1j8 
plasminogen activator, urokinase X02389 A2j7, A2j8 
P-Selectin NM_011347 A2f3, A2f4;  

B2h1; B2h2 
raf-related oncogene M13071 B1g3, B1g4 
relA (Transcription factor p65 (NF-kappa-B p65) M61909 B2f1; B2f2 
relB M83380 A2e9, A2e10 
SDHA (Succinate dehydrogenase complex, subunit A) NM_004168 B1d7, B1d8 
serine protease inhibitor X70296 A2k3, A2k4 
serine protease inhibitor X69832 B2k13; B2k14 
serine protease inhibitor 2-2 M64086 B1k13; B1k14 
SP1 (Transcription factor Sp1)  AF062566 B2h5; B2h6 
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STAT1 (Signal transducer and acitvator of transcription 1) NM_009283 B2h13; B2h14 
STAT3 (Signal transducer and acitvator of transcription 3) U06922 B1l15; B1l16 
STAT5A (Signal transducer and acitvator of transcription 5A) NM_011488 B2l15; B2l16 
STRAP (Serine/threonine kinase receptor associated protein) NM_011499 B1g9, B1g10 
TBP (TATA box binding protein) NM_003194 B2l3; B2l4;  

A1d13, A1d14 
TGF-α (Transforming growth factor a) NM_031199 A2i9, A2i10 
TGF-β1 (Transforming growth factor β1) NM_011577 A1d9,A1d10; 

B1e7, B1e8 
TGF-β2 (Transforming growth factor β2)  A1e7, A1e8 
TGF-β3 (Transforming growth factor β3) NM_009368 A1d5,A1d6,  

A1j3, A1j4 
thrombomodulin X14432 B2l11; B2l12 
Timp (Tissue inhibitor of metalloproteinase) NM_011593 A1l7, A1l8 
Timp 2 (Tissue inhibitor of metalloproteinase 2) M93954 A2l7, A2l8;  

B1k1; B1k2 
Timp 3 (Tissue inhibitor of metalloproteinase 3) L19622 B2k1; B2k2 
Tnc (tenascin C) NM_011607 B1h1; B1h2 
TNF Receptor 1 (Tumor necrosis factor Receptor 1) NM_011609 B1j3; B1j4 
TNF Receptor 2 (Tumor necrosis factor Receptor 1) NM_011610 B2j3; B2j4 
TNF-α (Tumor necrosis factor-α) NM_019980 B2g5; B2g6 
TNF-ligand, member 10 (Tumor necrosis factor Ligand 10) U37522 A2k7, A2k8 
TNF-ligand, member5 (Tumor necrosis factor Ligand 5) X65453 B2e15; B2e16 
TNF-R l.a (Tumor necrosis factor Receptor 1a) X57796 A1k7, A1k8 
TTF-I (Transcription termination factor) X83974 B2h11; B2h12 
Ubiquitin C M26880 B1d9, B1d10 
V-CAM-1 (Vascular cell adhesion molecule 1) X67783 A1k5,A1k6;  

A2h13, A2h14 
VEGF-A(Vascular endothelial growth factor A) NM_009505 B1g5; B1g6 
XBP1 (X box binding protein-1) AF027963 B1g11, B1g12; 

B2g11; B2g12 
zinc finger protein 36 M57422 B1k7; B1k8 
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