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1. ZUSAMMENFASSUNG UND SUMMARY

1.1 ZUSAMMENFASSUNG
Einleitung

Pharmakoepidemiologische = Studien assoziierten die langjdhrige Einnahme von
Hydrochlorothiazid (HCT) mit einer erhdhten Auftretenswahrscheinlichkeit von Hautkrebs
(vor allem nicht-melanotischem Hautkrebs). Dies hatte zur Folge, dass die Anzahl an
Verschreibungen von HCT signifikant zuriickgingen, ohne, dass es einen ausreichenden Ersatz
durch andere, dhnlich wirksame Substanzen gegeben hatte. Da HCT eines der am haufigsten
verordneten Antihypertensiva ist und das héufigste in Fixkombinationen vorkommende
Diuretikum ist, hat der Riickgang mutmaBlich zu einer voriibergehenden Verschlechterung der
Blutdruckkontrolle vieler Patienten mit arterieller Hypertonie und Herzinsuffizienz gefiihrt.
Jedoch beruhen die Assoziationen auf epidemiologischen Analysen und randomisierte,
kontrollierte Studien fehlen bisher. Ob HCT moglicherweise iiber fotosensibilisierende und
fototoxische Effekte Hautkrebs verursacht, ist gegenwirtig unzureichend verstanden. Daher
untersuchten wir erstmalig in einem randomisierten und kontrollierten Design die
fotosensibilisierenden und fototoxischen Eigenschaften von HCT bei gesunden Probanden. Um
die moglichen pathophysiologischen Prozesse genauer zu untersuchen, wurden zudem eine
Reihe von Experimenten durchgefiihrt, in denen humane Keratinozyten mit HCT und

ultraviolettem Licht (UV-Licht) behandelt wurden.

Material und Methoden

Insgesamt 30 freiwillige gesunde Probanden wurden in die HCTox Studie eingeschlossen und
in einem Verhiltnis von 2:1 entweder in die HCT- oder die Placebogruppe randomisiert.
Probanden nahmen entweder 25 mg HCT téglich fiir 15 Tage (375 mg kumulativ) oder ein
Placebo ein. Die Lichtempfindlichkeit wurde mittels Lichttreppe bestimmt, der Blutdruck
seriell gemessen, Serum Vitamin D-Spiegel und andere Laborparameter erhoben und mittels
toxikologischer Analysen die Adhédrenz der Probanden gemessen. Ferner wurde die
Ausscheidung von Pyrimidindimeren, Abbauprodukten der Nukleotidexzisionsreparatur, im
Urin der Probanden als Folge von Ganzkorperbestrahlungen bestimmt. Zusitzlich wurden in
préiklinischen Experimenten humane Keratinozyten mit HCT behandelt und mit ultraviolettem
Licht Typ B (UVB) bestrahlt. Die Zellen wurden dann auf die Expression von
proinflammatorischen Markern (IL-6, TNFa), apoptotischen Markern (Bax, Bak), Mediatoren
reaktiver Sauerstoffspezies (SOD-1, Catalase) und onkogener Proteine (p53, phospho-p53)

mittels Western Blot oder real-time Polymerasekettenreaktion (rt-PCR) untersucht.



Ergebnisse

Alle Teilnehmer waren adhirent zur Studienmedikation, was mittels toxikologischer Analysen
von Blut, Urin und Speichel nachgewiesen werden konnte. Es kam nicht zu Anderungen der
Fotosensibilitdt (minimale Erythemdosis - MED) der Haut der Probanden im
Wellenldngenbereich von ultraviolettem Licht Typ A (UVA) oder UVB (MED-UVA: HCT
A=0,0 J/cm? vs. Placebo A=0,0 J/cm?; Intergruppenvergleich p=0,99; MED-UVB: HCT A=0,0
J/lem? vs. Placebo A=0,2 J/ecm?; Intergruppenvergleich p=0,06). Es konnten keine
Pyrimidindimere im Urin der Probanden beider Gruppen nachgewiesen werden. Der
systolische Blutdruck (SBP) nahm in der HCT und der Placebo-Gruppe signifikant ab (HCT
A=-5,2 mmHg vs. Placebo A=-5,4 mmHg), allerdings war der Unterschied zwischen den
Gruppen nicht signifikant (Intergruppenvergleich p=0,94). Der diastolische Blutdruck (DBP)
nahm ebenfalls in beiden Gruppen ab. In der HCT-Gruppe kam es zu einer signifikanten
Senkung des DBP, in der Placebo-Gruppe nicht (HCT A=-4,3 mmHg vs. Placebo A=-1,9
mmHg). Der Unterschied zwischen den Gruppen war ebenfalls nicht signifikant
(Intergruppenvergleich p=0,34). Die Serum Vitamin D-Spiegel stiegen in beiden Gruppen an
(HCT A=3,1 ng/ml vs. Placebo A=1,2 ng/ml; Intergruppenvergleich p=0,52).

Die in vitro Behandlung der humanen Keratinozyten mit HCT fiihrte nicht zu einer Anderung
der Expression von p53, phospho-p53 (pp53), Bax, Bak, SOD-1 und Catalase. Vorversuche
zeigten, dass eine alleinige UVB-Bestrahlung in HaCaT-Zellen zur vermehrten mRNA
Expression von inflammatorischen Markergenen (IL-6, TNFa) fiihrte. Eine Kombination aus
einer HCT-Therapie und einer UVB-Bestrahlung resultierte nicht in einer potenzierten
Proteinexpression antioxidativer (SOD-1, SOD-2, Catalase) und onkogener Marker-Proteine

(p53, pp53, SOD-1, Catalase, Bax, Bak).

Fazit

In dieser klinischen Studie und den priklinischen Experimenten war eine Kombination aus
HCT und UVB-Bestrahlung nicht mit fototoxischen oder fotosensibilisierenden Effekten in
gesunden Probanden assoziiert. Es konnten keine Anderungen der Fotosensibilitit im UVA-
oder UVB-Bereich und keine DNA-Schiden nachgewiesen werden. Weitere Studien mit
groferen Fallzahlen und ldngerer Nachbeobachtung sind notwendig, um die kutane Sicherheit

von HCT zu evaluieren.



1.2 SUMMARY

Introduction

Pharmacoepidemiologic studies associated the use of the diuretic hydrochlorothiazide (HCT)
with an increased incidence of skin cancer, especially non-melanoma skin cancer, resulting in
a decrease of HCT prescriptions, which in turn possibly lead to worsening of blood pressure
control in a relevant proportion of patients. Whether HCT causes skin cancer remains elusive.
Hence, we aimed to examine the photosensitive and phototoxic potential of HCT in vivo in a
randomized, double-blind, placebo-controlled trial. To further explore the pathophysiologic
mechanisms of carcinogenesis and phototoxicity caused by HCT in vitro, we conducted a series

of laboratory experiments.
Methods

Thirty healthy, normotensive, adult volunteers were randomized in a 2:1 ratio to either HCT 25
mg daily or placebo once daily for 15 days. The skin photosensitivity by phototesting, office
blood pressure, serum 25-hydroxyvitamin D (25(OH)D) status and urinary excretion of
pyrimidine dimers by ultra-high-performance liquid chromatography-high resolution mass

spectrometry (UHPLC-HRMS/MS) following whole-body irradiation were assessed.

To further assess the pathophysiologic mechanisms of possibly HCT induced photosensitivity,
human keratinocytes (HaCaT) were incubated with HCT for 1 hour, and then irradiated with
UVB. RT-PCR and western blots were performed to analyze proteins reducing reactive oxygen
species (SOD-1, Catalase), apoptosis (Bax, Bak), inflammation (Il-6, TNFa), and
carcinogenesis (p53, pp53).

Results

All 30 participants were adherent to the protocol, as confirmed by UHPLC-HRMS/MS analysis
of oral fluid, urine, serum, and plasma. Skin photosensitivity (minimal erythema dose - MED)
to exposure to UVA did not change in both groups. MED-UVB did not change in the HCT-
group, however MED-UVB decreased numerically in the placebo group, albeit intergroup
differences showed no statistical significance (MED-UVB: HCT A=0,0 J/cm? vs. placebo
A=0,2 J/cm?; p=0,06). No pyrimidine dimers were detected in either group. SBP decreased in
both groups (HCT A=-5,2 mmHg vs. placebo A=-5,4 mmHg; intergroup difference p=0.94), as
did DBP (HCT A=-4,3 mmHg vs. placebo A=-1,9 mmHg; intergroup difference p=0,34). Serum



25(0OH)D increased in both groups (HCT A=3,1 ng/ml vs. placebo A=1,2 ng/ml; intergroup

difference p=0,52). No adverse events related to the study medication were reported.

In vitro, HCT and DMSO alone did not increase the expression of inflammatory proteins (IL-
6, TNFa) or tumor suppressor proteins (p53, pp53). Moreover, HCT in combination with a high
intensity burst of UVB irradiation did not cause increased expression of inflammatory proteins

and reactive oxygen species.
Conclusions

HCT did not appear to be associated with increased photosensitivity for UVA or UVB
irradiation in this small study of healthy volunteers compared with placebo. No relevant DNA-
damages as measured by UHPLC-HRMS/MS could be detected in either group. HCT alone
was not associated with increased inflammation, formation of proteins mediating reactive
oxygen species, or proteins mediating carcinogenesis in human keratinocytes. The combination
of a UVB burst and HCT, was not associated with an increase in inflammatory markers. Future
studies with langer sample size and longer follow-up duration are required to finally assess the

cutaneous safety of HCT.
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2. EINLEITUNG

2.1 BLUTHOCHDRUCK

Allgemeines

Der menschliche Blutdruck wird definiert durch den systolischen Blutdruck (Blutdruck
wiahrend der Auswurfphase des Herzens — englisch systolic blood pressure - SBP) und den
diastolischen Blutdruck (Blutdruck wéhrend der Entspannungsphase des Herzens — englisch
diastolic blood pressure - DBP). In Analogie zum Ohm’schen Gesetz der Physik beschreibt der
Blutdruck die treibende Kraft, die notwendig ist, um das Herzzeitvolumen gegen den
systemvaskuldren Widerstand zu bewegen und kann annéhrungsweise iiber folgende Formel

beschrieben werden [86]:

Blutdruck = systemvaskuldrer Widerstand x Herzzeitvolumen

Epidemiologie und Atiologie

Ausgehend von Praxismessungen wird angenommen, dass derzeit etwa 1,2 Milliarden
Menschen weltweit an Bluthochdruck erkrankt sind [5,123]. In der erwachsenen Bevolkerung
liegt die Prdvalenz des Bluthochdrucks global betrachtet bei circa 30-40% (die globale
altersadjustierte Pravalenz liegt bei 24% bei Minnern und 20% bei Frauen) [122]. Dabei steigt
die Pravalenz mit zunehmendem Alter an und liegt in der Altersgruppe >60 Jahren bei >60%
[16]. In Zusammenhang mit einer alternden Bevdlkerung, einer Abnahme der kdrperlichen
Aktivitdt und einer Zunahme des Korpergewichts in der Bevolkerung, wird angenommen, dass
die Pridvalenz des Bluthochdrucks weiter ansteigen wird und im Jahr 2025 nahezu 1,5

Milliarden Menschen weltweit an Bluthochdruck erkrankt sein werden [52].

Bluthochdruck ist damit der hdufigste kardiovaskuldre Risikofaktor und zudem die weltweit
fithrende Ursache fiir einen vorzeitigen Tod [79]. Nahezu 10 Millionen Tode und etwa 200
Millionen disability-adjusted life-years (behinderungskorrigierte Lebensjahre) wurden durch
Bluthochdruck im Jahre 2015 verursacht. Die drei hdufigsten fatalen Konsequenzen eines zu
hohen Blutdrucks sind ischdmische Herzerkrankungen (4,9 Millionen Fille jéhrlich),
hédmorrhagische Schlaganfille (2,0 Millionen Fille jahrlich) und ischdmische Schlaganfille
(1,5 Millionen Félle jéhrlich) [33,83]. Zusitzlich bestehen enge Zusammenhinge zwischen der
Hohe des Blutdrucks und der Auftretenswahrscheinlichkeit vieler kardiovaskuldrer

Erkrankungen, wie Vorhofflimmern, Herzinfarkten, peripheren arteriellen
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Verschlusserkrankungen, plotzlichen Herztoden, sowie renovaskuldrer Erkrankungen wie der
renalen Dysfunktion und zerebrovaskuldrer Erkrankungen wie kognitive Einschrankungen und

Demenzen [36,65,66,100].

Atiologisch wird die essenzielle oder primire Hypertonie, die den Grofteil der Hypertonieflle
ausmacht, von der sekundidren Hypertonie, die in 5-15% der Félle auftritt, unterschieden [99].
Die essenzielle Hypertonie ist eine multifaktoriell bedingte Erkrankung und somit nicht auf
eine einzelne organische Storung zuriickzufiihren [42]. Die sekundédre Hypertonie dagegen ist
Ausdruck einer organischen Primédrerkrankung [99]. Neben der Nierenarterienstenose und dem
obstruktiven Schlafapnoesyndrom sind insbesondere endokrinologische Erkrankungen
Ursachen fiir eine sekunddre Hypertonie, so zum Beispiel das Phdochromozytom, der

Hyperaldosteronismus oder der Hypercortisolismus [118].
Diagnostik

Ausgehend von den Leitlinien der Europdischen Gesellschaft fiir Kardiologie und der
Europédischen Gesellschaft fiir Hypertonie (European Society of Cardiology — ESC und
European Society of Hypertension - ESH) liegt ab einem Praxisblutdruck (englisch office blood
pressure - OBP) von 140 mmHg systolisch und/oder 90 mmHg diastolisch, gemessen nach
einer ausreichenden Ruhephase zu mindestens zwei unterschiedlichen Messzeitpunkten, ein
Bluthochdruck vor [118]. Die genauen Grenzwerte, die zur Diagnose einer arteriellen
Hypertonie fiihren, sind abhidngig von der verwendeten Messmethode und unterscheiden sich
leicht (Tabelle 1). Dabei ist zu beachten, dass kontinuierliche Zusammenhinge zwischen der
Blutdruckhohe und kardialen, renalen und zerebralen Erkrankungen bestehen. Die Grenzwerte

markieren Punkte, an denen eine Therapieeinleitung empfohlen wird [30,65].

12



Tabelle 1: Diagnostische Grenzwerte
Messmethode [118]

der arteriellen Hypertonie in

Abhingigkeit der

Messmethode SBP DBP
(mmHg) (mmHg)

Praxisblutdruckmessung >140 und/oder >90
Ambulante Blutdruckmessung

- 24 Stunden >130 und/oder >80

- Tagesintervall >135 und/oder >85

- Nachtintervall >130 und/oder >70
Hausliche Blutdruckmessung >135 und/oder >85

(DBP - diastolischer Blutdruck, SBP - systolischer Blutdruck)

In Abhéngigkeit der Hohe des Praxisblutdrucks, kann die arterielle Hypertonie weiter eingestuft

werden (Tabelle 2).

Tabelle 2: Graduierung der arteriellen Hypertonie in Abhingigkeit des Praxisblutdrucks [118]

(DBP — diastolischer Blutdruck, SBP — systolischer Blutdruck)

SBP (mmHg) DBP (mmHg)
Optimal <120 und/oder <80
Normal 120-129 und/oder 80-84

Mehrfache Praxisblutdruckmessungen sind dabei ausreichend zur Diagnosestellung [118]. Der

Blutdruck sollte an beiden Oberarmen mit einer Manschette, deren Breite an den

Oberarmumfang angepasst ist, gemessen werden. Dies sollte nach einer ausreichenden

Ruhephase von 5-10 Minuten im Sitzen erfolgen [118]. Der jeweils am hochsten gemessene

SBP und DBP wird zur Diagnosestellung verwendet. Der Arm, an dem der hochste Blutdruck

gemessen wurde, dient in der Folge als Referenz. Grof3e Seitendifferenzen >20 mmHg sind

abklarungsbediirftig und kénnen auf strukturelle Erkrankungen, wie eine Aortendissektion oder

ein subclavian-steal-syndrome (Subclaviaanzapfsyndrom) hinweisen [17]. Hinsichtlich der

Manschettenart konnen automatisierte von halb-automatisierten und nicht-automatisierten
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Manschetten unterschieden werden [105]. Die Reproduzierbarkeit der Blutdruckmessung lasst

sich durch Verwendung automatisierter Blutdruckmanschetten steigern [118].

Auch durch eine mehrfache hausliche Blutdruckmessung oder eine ambulante 24 Stunden

Langzeitblutdruckmessung kann eine arterielle Hypertonie festgestellt werden [18,34].

Es ist ratsam, eine Praxisblutdruckmessung mit einer der anderen Modalititen zu kombinieren,
um Riickschliisse auf die zirkadiane Rhythmik des Blutdrucks treffen zu konnen und um
besondere Phédnotypen, wie einen WeiBkittelhypertonus (Bluthochdruck nur bei
Praxismessungen), oder eine maskierte Hypertonie (Bluthochdruck nur bei hiuslichen

Messungen) ausschlieen zu kdnnen [48].
Therapie

Die optimale Einstellung des Blutdrucks fiihrt zur Reduktion des kardiovaskuldren (CV)
Risikos [79]. Es wird angenommen, dass eine Senkung des SBP um 10 mmHg oder eine
Senkung des DBP um 5 mmHg die Sterblichkeit um 10-15% (relative Risikoreduktion RRR)
und die Auftretenswahrscheinlichkeit von ischdmischen Schlaganfillen um 35% (RRR),
koronaren Events um 20% (RRR) und Herzversagen um 40% (RRR) senkt [30,110].

In Abhéngigkeit der Hohe des Blutdrucks und des kardiovaskuldren Risikos wird die Therapie
der arteriellen Hypertonie den Europiischen Leitlinienempfehlungen folgend unterschiedlich

eingeleitet (Tabelle 3) [118].

Tabelle 3: Therapiestrategien zur Behandlung der arteriellen Hypertonie in Abhéngigkeit des
CV-Risikos und der Schwere der arteriellen Hypertonie [118]

Patientenpopulation Therapiestrategie

Hypertonie Grad I mit niedrigem | Lebensstilmodifikation (+ medikamentdse Therapie,
CV-Risiko falls Lebensstilmodifikation innerhalb von 3 Monaten
nicht zu einer ausreichenden Senkung des Blutdrucks

fiihrt)

Hypertonie Grad I mit hohem CV- | Lebensstilmodifikation + medikamentdse Therapie
Risiko

Hypertonie Grad II oder III | Lebensstilmodifikation + medikamentdse Therapie
unabhingig vom CV-Risiko
(CV-Risiko — Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen)
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Jedem Patienten sollte bei der Diagnosestellung einer arteriellen Hypertonie zu einer
Lebensstilinderung hin zu mehr Bewegung, einer gesiinderen Erndhrung und dem Verzicht auf
Alkohol und Inhalationsrauchen jeder Art geraten werden [118]. Zur Lebensstilmodifikation
gehoren dabei eine Reduktion des Salz- und insbesondere Natriumkonsums, ebenso eine
Reduktion der Alkoholzufuhr und die Aufnahme von mehr Obst und Gemiise. Das
Korpergewicht sollte optimiert und regelmaBige korperliche Aktivitit angestrebt werden.
Durch diese Maflnahmen kann in der Regel eine Senkung des Blutdrucks erreicht werden

(Tabelle 4) [105] .

Tabelle 4: MaBnahmen der Lebensstilinderung und dadurch hervorgerufene potenzielle
Senkungen des Blutdrucks

Lebensstilmodifikation Potenzielle Senkung des SBP/DBP in mmHg
- Salzrestriktion <5 g/Tag - 4,2/2,1 [44]
- Alkoholrestriktion - 1,2/0,7 [22]
- Reduktion des Korpergewichts - 4,4/3,6 [82]
- Ausdauertraining - 8,3/5,220]

(DBP — diastolischer Blutdruck, SBP — systolischer Blutdruck)

Bei jungen Patienten mit niedrigem CV-Risiko wird, den Leitlinien der ESC folgend bei
Diagnosestellung einer arteriellen Hypertonie Grad I, zunéchst eine Lebensstilmodifikation
eingeleitet [27,69,118]. Nach drei Monaten der Lebensstilinderung wird eine erneute
Evaluation des Blutdrucks und CV-Risikos durchgefiihrt und bei ausbleibender Besserung eine

medikamentose Therapie eingeleitet.

Bei Patienten, bei denen eine arterielle Hypertonie Grad II oder hoher diagnostiziert wird,
erfolgt unabhéngig vom CV-Risiko eine medikamentdse Therapie in Kombination mit einer
Lebensstilinderung [118]. Die medikamentdse Therapie erfolgt leitliniengerecht zunéchst
durch eine Kombination aus einem Angiotensin-Converting-Enzym-Hemmer (ACE-Hemmer)
oder einem Angiotensin-II-Rezeptor-Subtyp 1-Antagonisten (ATi-Antagonist) mit einem
Diuretikum oder einem Calciumantagonisten. Diese Kombinationstherapie sollte dabei
idealerweise in einem Single-Pill-Konzept durchgefiihrt werden, also mit nur einer Tablette,
die beide Wirkstoffe enthdlt. Dies erleichtert die Therapieadhdrenz und trdgt so zu einer
besseren Blutdruckkontrolle bei. Gelingt auch in dieser Doppel-Kombination keine
ausreichende Blutdruckkontrolle, wird die Therapie zundchst um einen weiteren Wirkstoff
erweitert und somit in einer Tripel-Kombination aus ACE-Hemmer oder ATi-Blocker

zusammen mit einem Diuretikum und einem Calciumantagonisten fortgefiithrt. Weiterhin
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besteht die Moglichkeit die einzelnen Substanzen in ihrer Dosis zu erhdhen. Der letzte Schritt

der medikamentdsen Blutdrucksenkung besteht in der Hinzunahme eines weiteren Wirkstoffes

in die Therapie, so zum Beispiel einen Mineralokortikoid-Antagonisten, einen Betablocker oder

einen Alphablocker [118].

Je nach Alter und biologischer Fitness der Patienten werden verschiedene Zielwerte als

Therapieziele angegeben. In Abhidngigkeit der bestehenden Begleiterkrankungen, sollte die

antihypertensive Therapie unterschiedlich eingeleitet und eskaliert werden (Tabelle 5).

Tabelle 5: Antihypertensiv wirksame Substanzen und deren Vor- bzw. Nachteile in der

Dauertherapie [118]

Substanzgruppe Vorteile Nachteile

ACE-Hemmer - Signifikant niedrigere - Teratogen
Therapieabbruchraten - Reizhusten als
infolge unerwiinschter héufige
Nebenwirkungen als andere Nebenwirkung
Antihypertensiva [21]

- Reduzieren Proteinurie
[114]

- Verzogern den Progress
einer CKD [114]

- Positive Effekte bei HFrEF
[73]

ATi-Antagonisten - Reduzieren Proteinurie - Teratogen
[114]

- Verzdgern den Progress
einer CKD [114]

Diuretika - Vorteile in - Schlechtere
Herzinsuffizienzprophylaxe Vertrédglichkeit als
und -therapie [73,111] RAAS-Blocker

[21]
- Diabetogen [124]
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Kalziumkanalblocker - Vorteile in - Schlechter in der
Schlaganfallpravention Priavention von
[111] HFrEF [73,111]

Beta-Blocker - QGut geeignet fiir Patienten - Nachteile in der
mit Angina pectoris, Priavention von
Tachykardien, nach Schlagantillen
Myokardinfarkt, mit - Erhohtes Risiko
HFrEF [73,112] fiir

- Geeignet wihrend Neuerkrankungen

Schwangerschaft und fiir an Diabetes
junge Frauen im Mellitus
gebérfahigen Alter

Mineralokortikoid- - Geeignet als 4. - Gefahr der

Rezeptor-Antagonisten Substanzklasse in therapie- Hyperkalidmie
resistenter Hypertonie
[84,119]

(ACE — Angiotensin-Converting-Enzym, AT: — Angiotensin-II-Rezeptor-Subtyp 1, CKD —
chronische Niereninsuffizienz, HFrEF — Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion,

RAAS — Renin-Angiotensin-Aldosteron-System)
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2.2 HAUTKREBS

Epidemiologie

Hautkrebs ist in seiner Gesamtheit der hiufigste Krebs des Menschen und die Inzidenz von
Hautkrebs steigt jahrlich [68]. Fiir das Jahr 2020 wurden vom Robert Koch Institut in
Deutschland mehr als 260.000 Fille von nicht-melanotischem Hautkrebs vorausgesagt, sowie
etwa 25.000 Fille von malignen Melanomen. Im Vergleich dazu treten jihrlich etwa 65.000
Fille von Lungenkrebs, einer weiteren sehr hdufigen Krebserkrankung auf. Hautkrebs betrifft
Menschen jeder Ethnie, jedes soziookonomischen Status, jeder geografischen Region und kann
wiahrend der gesamten Lebensspanne eines Menschen auftreten. Damit hat Hautkrebs viele
dhnliche Charakteristika wie Bluthochdruck [32,49]. In Europa, Kanada, den USA und
Australien wichst die Inzidenz an nicht-melanotischem Hautkrebs jéhrlich mit einer Rate von

3-8 % [70,80].
Pathogenese

Hautkrebs ist nicht eine einzelne Entitéit, sondern mehrere verschiedene. Die unterschiedlichen
Arten Hautkrebs unterscheiden sich hinsichtlich der Zellen, aus denen sie entstehen und ihrer
Malignitdt. Man kann unter anderem das maligne Melanom von nicht-melanotischen
Hautkrebsarten unterscheiden. Tabelle 6 gibt einen Uberblick iiber die verschiedenen Formen

von Hautkrebs, sowie deren Malignitdt und Ursprungsgewebe [35,74,90,92].

Tabelle 6: Ursprungsgewebe der hdufigsten Hautkrebsentitdten

Ursprungsgewebe Dysplasie/Neoplasie Malignitiat
Melanozyten Malignes Melanom Maligne
Merkel’sche Zellen Merkelzellkarzinom Maligne
Stammzellen an Haarfollikeln der Basalzellkarzinom Semimaligne

Epidermis (Basalzellen)
Plattenepithelzellen Spinozelluldres Karzinom Maligne

Oberflachliche Keratinozyten Aktinische Keratose Priakanzerose

Gemeinsam ist diesen Entitdten, dass sie in ihrer Entstehung durch ultraviolettes Licht (UV-
Licht) beeinflusst werden [80]. Basalzellkarzinome werden vor allem durch den
kontinuierlichen Einfluss von UVA-Licht hervorgerufen. Spinozelluldre Karzinome, die von

den oberflachlichen Plattenepithelien der Haut ausgehen, werden dagegen durch UVB-Licht,
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welches energiereicher ist, ausgelost. UV-Licht fiihrt zu DNA-Schdden, Immunsuppression,

oxidativem Stress und Entziindungsreaktionen [58,80].

Neben den kanzerogenen Einfliissen von UV-Licht spielen vor allem genetische Anderungen
eine entscheidende Rolle in der Entstehung der Hautkrebsarten [109]. Diese genetischen
Mutationen konnen entweder angeboren oder erworben sein. Als wichtige Syndrome, die
Aufschluss tliber entscheidende Mutationen in der Entstehung von Hautkrebs bieten, gelten
unter anderem das Gorlin-Goltz-Syndrom (auch als Basalzell Ndvus Syndrom bekannt), dem
eine loss-of-function Mutation in dem Tumorsuppressorgen PTCHI1 zugrunde liegt und die
Erkrankung  Xeroderma  pigmentosum, welche sich durch eine fehlerhafte
Nukleotidexzisionsreparatur auszeichnet, die unterschiedliche Ursachen haben kann (hdufig

Mutationen in Genen, die fiir Endonukleasen kodieren) [74,90,92].

Zu den Risikofaktoren, die die Auftretenswahrscheinlichkeit eines Basalzellkarzinoms
erh6hen, gehdren ein heller Hauttyp, ein hohes Alter, ménnliches Geschlecht,
Sonnenexposition, sowie eine Exposition gegeniiber Schadstoffen wie beispielsweise Arsen
[35,74,90,92]. Zu den Risikofaktoren, die die Auftretenswahrscheinlichkeit eines Spinalinoms
erhohen, gehoren eine vorbestehende aktinische Keratose, chemische Noxen, chronisch
entziindliche oder degenerative Hautverdnderungen sowie Narben mit einem komplizierten
oder atypischen Heilungsverlauf [35,74,90,92]. Haufige Sonnenbrinde hervorgerufen durch
kiirzere intensive Bestrahlungen spielen dagegen eine entscheidende Rolle in der Pathogenese
des malignen Melanoms [35,74]. Im Gegensatz zu malignen Melanomen sind
Basalzellkarzinome und spinozelluldre Karzinome nicht als maligne, sondern als semimaligne
zu bezeichnen. Dies bedeutet, dass sie nur eine sehr geringe Metastasierungstendenz von 3-
10% aufweisen und sich eher durch lokale Destruktion als durch systemische Verbreitung

auszeichnen [35,74,90,92].
Therapie

Das therapeutische Vorgehen basiert bei allen Hautkrebsarten auf 4hnlichen Prinzipien (Tabelle
7). Zunichst muss das Ausbreitungsstadium des Tumors festgelegt werden. In Abhéngigkeit
des Ausbreitungsstadiums wird dann die Therapie eingeleitet. Der erste Schritt ist in der Regel
eine operative Exzision des Tumors mit anschlieBender pathologischer Untersuchung

[35,74,90,92].
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Tabelle 7: Zusammenstellung wichtiger Aspekte zur Inzidenz, klinischer Erscheinung und Therapie der wichtigsten Hautkrebsentitéten [35,74,90,92]

Relative
Auftretenshiufigkeit

Risikofaktoren

Klinik

Spinaliom

16 %

e Aktinische Keratosen

e Chemische Noxen

e Chronische
entziindliche oder
degenerative
Hautverianderungen

e Atypische und
komplizierte
Vernarbungen

e Immunsuppression

e UV-Exposition

e Leicht verletzliche
Tumoren mit
exophytischem oder
endophytischem
Wachstum

Basaliom

Hoheres Lebensalter
Heller Hauttyp
Mainnliches Geschlecht
Genetische Syndrome: z.B
Gorlitz-Golz-Syndrom
UV-Exposition

Arsen

An behaarter Haut, v.a Lid
und Nase

Nodus mit
perlschnurartigem

Randsaum und peripherer

Malignes Melanom

4%

e Immunsuppression

e Heller Hauttyp

e Schwere Sonnenbrinde in
der Kindheit

e Positive Familienanamnese

e Vielzahl an Néavi

e ABCDE — Regel
=>» Asymmetrisch
=» Unscharf begrenzt
=» Farbverdnderungen
=» Durchmesser >5 mm

=>» GroBenzunahme
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Pathologie

Metastasierungstendenz

Therapie

An Sonnenexponierten

Hautarealen

Epithelialer Tumor mit

Verhornungsneigung
Hornperlen aus
ringformig
geschichteten

Spinaliomzellen

Selten und spét
lymphogen und
hidmatogen
Exzision
Radiatio

Radiochemotherapie

GefiBinjektion
(Teleangiektasie)

Im Verlauf zentrale
Atrophie mit Ulzeration
Epitheliale Zellen mit
Ahnlichkeit zum stratum
basale, die in die Dermis
wachsen

Palisadenartige Anordnung
der duBeren Zellschichten,
unregelmélige

Zellanordnung in der Mitte

Langsames Wachstum iiber
Jahre

Fast nie Metastasierung
Exzision

Radiatio

Radiochemotherapie

=>» FErhabenheit
=>» Evolution

B-Symptomatik

Losldsen von Melanozyten
aus unteren Schichten der
Dermis

Polymorphe, pigmentierte
Zellen in den oberen
Schichten der Dermis
Tumordicke nach Breslow
als wichtigster
prognostischer Parameter
Relativ frithe lymphogene

Metastasierung

Exzision
Radiatio
Chemotherapie

Targeted Therapies
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2.3 HYDROCHLOROTHIAZID

Indikationen

Thiaziddiuretika und thiazid-dhnliche Diuretika gehdoren zu einer der fiinf Klassen
antihypertensiver =~ Medikamente, die von den Leitlinien der ESC/ESH als
Erstlinienmedikamente zur Behandlung der arteriellen Hypertonie empfohlen werden
[113,115,118]. In verschiedenen randomisierten und kontrollierten klinischen Studien konnte
nachgewiesen werden, dass Thiaziddiuretika wund thiazid-dhnliche Diuretika die
kardiovaskulidre Mortalitdit und Morbiditidt senken. Neben der Behandlung der arteriellen
Hypertonie werden Thiaziddiuretika und thiazid-&hnliche Diuretika auch zur Therapie von
kardialen, renalen und hepatischen Odemen eingesetzt. Hydrochlorothiazid (HCT) ist eines
dieser Thiaziddiuretika. Ferner ist HCT das am haufigsten in Kombinationspraparaten

eingesetzte Diuretikum [23].
Wirkung

Wodurch der antihypertensive Effekt von HCT zustande kommt, ist unklar. Mit Beginn einer
HCT-Einnahme wird das extrazellulire Volumen reduziert [28]. Dies erfolgt durch eine
Hemmung des luminalen Na*-Cl-Kotransporters (NCC) des distalen Tubulus der Nieren.
Dadurch wird Natrium vermindert riickresorbiert und vermehrt iiber den Harn ausgeschieden.
Infolge osmotischer Krifte folgt Wasser Natrium und es kommt zu einer vermehrten Diurese,
der sogenannten Salurese. Durch diese Reduktion des Extrazellularvolumens (EZV) wird das
Auswurfvolumen des Herzens reduziert und der Blutdruck sinkt. Hohe Natriumkonzentrationen
im Harn fithren aullerdem zu einem Austausch von Natrium mit Kalium im Urin, wodurch auch
vermehrt Kalium ausgeschieden wird. Wird das Medikament jedoch chronisch eingenommen,
wird das EZV kompensatorisch gesteigert, der blutdrucksenkende Effekt hilt jedoch an. In
diesem Gleichgewichtszustand ist am ehesten eine Vasodilatation verantwortlich fiir die
Blutdrucksenkung [28]. Welche Mechanismen einer HCT induzierten Vasodilatation zugrunde
liegen, ist nicht gekldrt. Eine Hypothese besagt, dass HCT zu Verdnderungen im vaskuldren

Ionentransport fithrt, wodurch die Zellen der vaskuldren glatten Muskulatur relaxieren [28].
Nebenwirkungen

Die Ausscheidung von Natrium und Kalium kann zu Elektrolytstorungen in Form von
Hyponatridmien und Hypokalidmien fiihren. AuBerdem wird Magnesium vermehrt
ausgeschieden, wodurch es zu Hypomagnesidmien kommen kann. Calcium wird dagegen

vermehrt in den distalen Tubuli der Niere riickresorbiert, wodurch es zu Hypercalcdmien
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kommen kann, welche insbesondere in osteopenen und osteoporotischen Patienten teilweise

gewiinscht sind [28].

HCT wirkt sich auch auf den Stoffwechsel aus. Es hemmt die Ausscheidung von Harnséure,
indem es den Anionentransporter in den Nieren kompetitiv hemmt, der auch Harnsiuren
ausscheidet. Dadurch kann eine Hyperurikdmie ausgeldst oder aggraviert werden [28]. Da
Thiazide Sulfonylharnstoffe sind, existieren Effekte auf den Glukosestoffwechsel, sodass die
Blutzuckereinstellung bei diabetischen Patienten beeinflusst werden kann [124]. MutmaBlich
kommt es iiber eine Senkung der Insulinsekretion zu einem Anstieg des Blutzuckerspiegels.
Ebenfalls beachtet werden sollte, dass HCT zu einem Anstieg des Serum low densitiy

lipoprotein (LDL) Cholesterin fithren kann [28].

HCT und thiazid-dhnliche Diuretika gelten als fotosensibilisierende Substanzen. Es wird
angenommen, dass die chemische Struktur (Sulfonamid, halogenierter aromatischer
Kohlenwasserstoff) dieser Medikamente zur Absorption von UV-Licht fiihrt und dass die
absorbierten Photonen auf die umgebenden Gewebe abgegeben werden, wodurch chronische
Schadigungsprozesse in den entsprechenden Geweben hervorgerufen werden [56]. Es gibt
dokumentierte Fille von in vitro und in vivo Fotosensibilitit, die auf Thiazide und thiazid-
dhnliche Diuretika zuriickgefiihrt werden [56]. Seit seiner Einfithrung in die klinische Praxis
vor mehr als 60 Jahren stand HCT aus diesem Grund immer wieder unter dem Verdacht, die
Fotosensibilitit der Haut zu erh6hen und moglicherweise zu fototoxischen Reaktionen fiihren
zu konnen [2]. In den letzten Jahren hat insbesondere die Veroffentlichung mehrerer
pharmakoepidemiologischer Studien, die feststellen konnten, dass es eine Korrelation zwischen
einer langjdhrigen HCT-Einnahme und einer erhohten Auftretenswahrscheinlichkeit
insbesondere von nicht-melanotischen Hautkrebs gab, dazu gefiihrt, dass die

Indikationsstellung fiir HCT kritisch betrachtet wurde [88,93,94,96].
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2.4 FOTOSENSIBILITAT UND FOTOTOXIZITAT

Epidemiologie

Medikamenten-induzierte Fotosensibilitidt ist eine unerwiinschte Arzneimittelreaktion, die
durch die Kombination aus einer Medikamenteneinnahme und nachfolgender Exposition
gegeniiber sichtbarem Licht oder UV-Licht zustande kommt. Mit dem Begriff wird
beschrieben, dass die Empfindlichkeit der Haut fiir sichtbares Licht ebenso wie fiir UV-Licht
zunimmt. Dadurch werden Lichtschdden bereits bei weniger starker Lichtintensitdt
hervorgerufen. Es wird davon ausgegangen, dass etwa 8% aller unerwiinschten Hautreaktionen
infolge einer Medikamenteneinnahme auf lichtinduzierte Reaktionen zuriickgehen [102].
Medikamenten-induzierte Fotosensibilitdt ist abhdngig von den strukturchemischen
Eigenschaften des Medikamentes, der Dosis und Wellenlidnge des entsprechenden sichtbaren
oder UV-Lichtes sowie der Medikamentenkonzentration am Ort des Lichteinfalls [10,75,76].
Die Medikamentenkonzentration am Ort des Lichteinfalls wird dabei bestimmt durch die
Plasmakonzentration des Medikamentes, die Gewebsdurchblutung, die Medikamenten-
verteilung in interstitielle und intrazellulire Kompartimente sowie die Akkumulationstendenz
des Medikaments im entsprechenden Kompartiment und dessen Tendenz zur Bindung an
Gewebe. Aus diesem Grund neigen Medikamente mit lingerer Plasma-Halbwertszeit und

hoheren Gewebskonzentrationen zu einer hoheren fotosensibilisierenden Potenz.

UVA-Licht (320-400 nm), ist energiedrmer, und hdufiger mit fotosensibilisierenden
Reaktionen verbunden als UVB-Licht (280-320 nm), welches energiereicher ist [29,80]. Viele
verschiedene Faktoren (Tabelle 8) bestimmen die Ausprdgung einer fotosensibilisierenden
Reaktion (beispielsweise der Hauttyp, die Immunfunktion, weitere Grund- und

Begleiterkrankungen sowie das Sonnenverhalten) [37].

Tabelle 8: Faktoren, die die fotosensibilisierenden Reaktionen eines Individuums beeinflussen

[37]
Endogene Faktoren Exogene Faktoren
e Hauttyp e Strukturchemie des Medikaments
e Immunfunktion e Medikamentendosis
¢ Grund- und Begleiterkrankungen e Pharmakokinetik des Medikaments
e Sonnenverhalten ¢ Intensitdt und Wellenldnge des Lichts

e Genetische Priadisposition
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Pathophysiologie

Lichtinduzierte Hautreaktionen werden in zwei grole Gruppen eingeteilt, fototoxische und
fotoallergische Reaktionen (Tabelle 9) [10,75,76]. Fototoxische Reaktionen treten dabei weit
hiufiger auf als fotoallergische Reaktionen [10,75,76]. Fototoxizitét présentiert sich klinisch
als starker Sonnenbrand mit R6tung, Juckreiz und Hyperalgesie an der betroffenen Stelle [10].
Fototoxische Reaktionen sind in der Regel nur auf lichtexponierte Areale der Haut begrenzt
und treten innerhalb von Minuten bis wenigen Stunden nach der Lichtexposition auf [10].
Fototoxische Reaktionen sind eine direkte Konsequenz aus Gewebeschdden und zelluldren
Verletzungen und prisentieren sich histologisch durch Nekrosen von epidermal gelegenen
Keratinozyten und dermalen Infiltrationen mit Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten
[10,75,76]. Durch Absetzen der Medikamente und/oder Verzicht auf Lichtexposition bessert
sich das klinische Bild der fototoxischen Reaktionen in der Regel innerhalb weniger Tage.
Hautrotungen konnen auflerdem mit antihistaminergen Cremes, kiihlenden und

antientziindlichen Umschldgen sowie topischen Kortikosteroiden behandelt werden [37].

Die weniger hdufigen fotoallergischen Reaktionen benétigen im Gegensatz dazu eine vorherige
Sensibilisierung gegen das Medikament oder eine biochemisch &hnliche Substanz [120]. Bei
Fotoallergie handelt es sich um einen immunologischen Prozess, bei dem die durch Licht
angeregten Medikamente in den Geweben als Haptene wirken und so eine Typ IV
Hypersensitivititsreaktion hervorrufen [120]. Dementsprechend tritt die Fotoallergie auch erst
mit einer Verzogerung auf (circa 24 Stunden nach Lichtexposition) [120]. Klinisch zeigt sich
ein dermatitisches Bild oder ein Ekzem, das {iber die lichtexponierten Areale hinausreichen
kann. Mittels Fotopatch-Test ldsst sich die Diagnose bestétigen. Histologisch kann dariiber
hinaus eine epidermale Spongiose mit Bldschenbildung und Exoytose von Leukozyten
festgestellt werden, sowie perivaskuldre Entziindungsinfiltrate [120]. Das klinische Bild bessert
sich durch Absetzen der Medikation. Etwaige Hautverdnderungen kdnnen mit topischen

Steroiden behandelt werden [37].
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Tabelle 9: Unterscheidungsmerkmale zwischen Fototoxizitit und Fotoallergie [29]

Fototoxizitit Fotoallergie

- Haufiger - Weniger haufig

- Resultat einer direkten Schadigung - Bendtigt Sensibilisierung durch das
des Gewebes und einer zelluldren Medikament oder ein
Verletzung durch ein Fotoprodukt strukturchemisch dhnliches

- Dosisabhingigkeit von Licht und Medikament
Medikament - Immunvermittelte

- Bendtigt keine vorherige Hypersensitivititsreaktion
Sensibilisierung (Mischtyp 11 + IV)

- Tritt Minuten bis wenige Stunden - Tritt >24 Stunden nach Lichteinfall
nach Lichteinfall auf auf

- An lichtexponierten Hautstellen - Auch an nicht lichtexponierten

- Gleicht einem Sonnenbrand mit Stellen
klinischer Rotung und Juckreiz, - Bessert sich schnell nach Auslassen
sowie Hyperalgesie des Medikamentes

- Histologie: Nekrose epidermaler - Histologie: Epidermale Spongiose,
Keratinozyten, Infiltration der Blaschenbildung, Exozytose von
Dermis mit Lymphozyten und Lymphozyten in die Epidermis,
neutrophilen Granulozyten perivaskuldre Entzlindungsinfiltrate

Diagnostik

Es gibt unter anderem zwei wichtige diagnostische Verfahren, um Fototoxizitdt oder

Fotoallergie zu detektieren, Fototests und Fotopatch- bzw. Fotoscratch-Tests.

Ein Fototest ist ein Verfahren zur Feststellung der Fotosensitivitdt sprich der
Lichtempfindlichkeitsschwelle eines Individuums. Diese Lichtempfindlichkeitsschwelle wird
als ,,Minimale Erythem Dosis“ (MED) bezeichnet [37]. Die Bestimmung der MED dient zum
einen zur Feststellung einer sicheren Bestrahlungsintensitét fiir Patienten in einer Lichttherapie.
Zum anderen um mdgliche Anderungen in der Lichtempfindlichkeit eines Individuums
festzustellen, zum Beispiel infolge einer Medikamenteninnahme. Zur Durchfiihrung werden
artifizielle Lichtquellen verwendet, mit denen kontrollierbare Intensitidten von UVA-und UVB-

Licht generiert werden konnen. Hierfiir wird eine Koperstelle, die normalerweise nicht
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regelméfBig dem Sonnenlicht ausgesetzt ist, wie zum Beispiel der untere Riicken oder die
Glutealregion, mit aufsteigenden Dosen UVA- und UVB-Licht beleuchtet. Zum Schutz der
Haut und um die Testung moglichst genau durchfithren zu kénnen, werden genau begrenzte
Areale beleuchtet, die mithilfe eines Dosimeters iiberwacht werden. Das Ergebnis dieser
Bestrahlung wird nach 24 und 48 Stunden abgelesen, da die Haut eine verzogerte Reaktion auf
Licht zeigt. Die geringste Strahlungsintensitdt, die zu einer Hautreaktion in Form einer leichten

Rotung fiihrt, wird als MED bezeichnet [37].

Fotopatch- und Fotoscratchtests beschreiben dagegen Verfahren, um fotoallergische
Reaktionen nachzuweisen. Hierfiir werden diejenigen Substanzen, fiir die eine allergische oder
fotoallergische Reaktion vermutet wird, auf die Haut aufgetragen. Der Fotopatchtest
unterscheidet sich leicht vom Fotoscratchtest, denn beim Fotopatchtest wird das Medikament
auf die Haut aufgetragen und beim Fotoscratchtest wird die Haut nach dem Auftragen der

Substanz zusétzlich eingeritzt, um ein Eindringen in die Haut zu ermdglichen [37].

Die Auftragung erfolgt doppelt, sodass in der Folge eine Untergruppe der aufgetragenen

Substanzen abgedeckt und die andere Gruppe beleuchtet werden kann.
Therapie

Bei jedem Verdacht auf lichtinduzierte Hautreaktionen sollte eine ausfiihrliche Anamnese
erfolgen. Von Interesse sind, seit wann die Symptome aufgetreten sind, ob es eine Exposition
gegeniiber Sonnenlicht, oder artifiziellem Licht gab, ob die beschriebenen Symptome schon
einmal in der Vorgeschichte des Patienten aufgetreten waren, ob dermatologische
Erkrankungen bestehen und ob es andere Nebenwirkungen auf das Medikament, das

verdéchtigt wird, gab.

Als nichstes sollte die gesamte Haut des Patienten inspiziert werden, um herauszufinden, ob
nur lichtexponierte Hautareale betroffen (dies spricht eher fiir Fototoxizitdt) sind oder auch
nicht lichtexponierte Areale (dies spricht eher fiir Fotoallergie). Die Hautreaktionen sollten
beschrieben werden und idealerweise per Foto dokumentiert werden. Falls Fototoxizitit
vermutet wird, sollte man den Patienten anweisen, sich vor dem Licht zu schiitzen, indem
schiitzende Kleidung getragen wird und Sonnenschutzmittel verwandt werden. Falls hingegen
der Verdacht auf eine Fotoallergie aufkommt, kann in der Folge ein Fotoscratchtest
durchgefiihrt werden. Auch diese Patienten sollten angewiesen werden, sich vor dem Licht zu

schiitzen. Ein Substanzwechsel sollte erwogen werden.
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Einige dermatologische Erkrankungen, wie der systemische Lupus Erythematodes konnen
dhnliche Symptome und Hauterscheinungen provozieren wie fototoxische oder fotoallergische
Reaktionen und sollten bei persistierender Symptomatik trotz Anwendung von

Schutzmechanismen differenzialdiagnostisch in Betracht gezogen werden [54,60,85].
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2.5 FRAGESTELLUNG DER ARBEIT

HCT ist in Deutschland eines der am hdufigsten verschriebenen Arzneimittel. 2017 wurden in
Deutschland 22,0 Millionen Packungen HCT verordnet. Im Oktober 2018 &uferten die
Europédische Arzneimittel-Agentur (EMA) und das Bundesinstitut fiir Arzneimittel und
Medizinprodukte (BfArM) in einem Rote-Hand-Brief Sicherheitsbedenken gegeniiber HCT-
haltigen Arzneimitteln. Diese bezogen sich auf ein dosisabhéngig erhohtes Risiko fiir Basalzell-
und Plattenepithelkarzinome der Haut. Dieser rote Hand Brief stiitzte sich insbesondere auf
zwei Fallkontrollstudien, die auf ddnischen Gesundheitsdaten basierten. In diesen Studien war
eine langjéhrige Therapie mit HCT, definiert als eine kumulative Dosis >50.000 mg (dies
entspricht 12,5 mg HCT {iber einen Zeitraum von etwa 11 Jahren) mit einem erhohten Risiko
an Basalzellkarzinomen von 1,29 (95% Konfidenzintervall: 1,23-1,35) bzw. 3,98 (95%
Konfidenzintervall: 3,68-4,31) fiir spinozelluldre Karzinome verbunden. Hierbei wurde eine
Dosis-Wirkungsbeziehung beobachtet [88]. Besonders deutlich wurde dies bei der
Auftretenswahrscheinlichkeit fiir Lippenkarzinome, die um das 2,1-fache gesteigert war (95%
Konfidenzintervall: 1,7-2,6) bei ldngerer Anwendung und sich auf das 3,9-fache (95%
Konfidenzintervall: 3,0-4,9) bei hohem Gebrauch (>25.000 mg) erhohte und sogar auf das 7,7-
fache (95% Konfidenzintervall: 5,7-10,5) bei besonders langer Anwendung (>100.000 mg)
[93]. Diese potenziellen kanzerogenen Effekte werden pathophysiologisch mit den
fotosensibilisierenden Wirkungen der speziellen chemischen Struktur (Sulfonamid-Struktur,
halogenierter, aromatisierter ~Kohlenwasserstoff) begriindet [56]. Obgleich diese
Sicherheitsbedenken auf Fallkontrollstudien [41,88,89,93,94] beruhen und einige wesentliche
Limitationen aufweisen, hatte die Verdffentlichung des Rote-Hand-Briefes zu einer groflen
Verunsicherung bei Patienten und verschreibenden Arzten gefiihrt. So haben im ersten Halbjahr
2019 schitzungsweise 840.000 Patienten weniger ein Thiazid-Diuretikum erhalten als noch vor
Oktober 2018 [71]. Der starke Absatzriickgang an HCT insgesamt legt die Vermutung nahe,
dass bei vielen Patienten HCT abgesetzt und kein alternatives Diuretikum verordnet wurde [71].
Dies konnte mit einer erhohten Rate an Hypertonie- oder Herzinsuffizienz-assoziierten
Komplikationen assoziiert gewesen sein [71]. Aktuell gibt es jedoch keine
pathophysiologischen und mechanistischen Studien, die die potenziellen direkten fototoxischen

und fotosensibilisierenden Effekte von HCT im Menschen testeten.

Ziel der vorliegenden Doktorarbeit ist es daher, in einer doppelblinden, randomisierten,
Placebo-kontrollierten Studie, den Einfluss von HCT auf die Lichtempfindlichkeit der Haut im

Menschen (in vivo) zu untersuchen. Zusitzlich werden in einer Reihe von préklinischen
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Experimenten (in vitro), die pathophysiologischen Grundlagen einer HCT-vermittelten

Fototoxizitat untersucht.

Wir gehen von der Hypothese aus, dass HCT zu einer gesteigerten Fotosensibilitdt der Haut
fithrt und dass eine Kombination aus einer HCT-Einnahme und einer artifiziellen Bestrahlung
mit UVA- und UVB-Licht zu einer vermehrten Bildung und Ausscheidung von
Pyrimidindimeren fiihrt, welche als Indikatoren fiir DNA-Schéden dienen koénnten. Ebenso
wird hypothetisiert, dass eine Behandlung von humanen Keratinozyten mit HCT zu einer

nachfolgenden Potenzierung UV-induzierter Schaden fiihrt.

Die Ergebnisse sollen hypothesengenerierend iiber die Arzneimittelsicherheit von HCT sein,

einem der in Deutschland am hiufigsten verschriebenen Medikamente.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 KLINISCHER TEIL — DIE HCTOX-STUDIE

Zur besseren Lesbarkeit wird in der Folge das generische Maskulinum verwendet. Die

Personenbezeichnungen beziehen sich auf alle Geschlechter.
Studiendesign und Genehmigung der Studie

Die vorliegende Studie ist eine randomisierte, doppelblinde, Placebo-kontrollierte Studie. Die
Studie wurde gemél dem Arzneimittelgesetz durchgefiihrt und wurde vom BfArM genehmigt
(Eudra CT Nummer: 2020-000862-40). Ein Ethikvotum der Ethikkommission der
Arztekammer des Saarlandes liegt vor (Kenn-Nr.: 301/20). Es erfolgte eine Registrierung auf
clinicaltrials.gov (NCT04654312). Die Studie wurde durchgefiihrt in Einklang mit der
Deklaration von Helsinki sowie den Regeln der ,./nternational Conference on Harmonisation
of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use — Good Clinical
Pratice”. An erster Stelle stand in der vorliegenden Studie die Sicherheit der Probanden. Aus
diesem Grund wurde besonders hoher Wert auf alle Mechanismen gelegt, die Probanden
schiitzen und mogliche unerwiinschte Nebenwirkungen vermeiden. Ein ,,Notfall-Entblindungs-
Verfahren®, ebenso wie ein ,, Data Monitoring Board “ wurden installiert, um die Risiken fiir

alle Teilnehmer zu reduzieren.
Fallzahlplanung und Randomisierung

Eine exakte statistische Power-Analyse war aufgrund fehlender Informationen nicht
durchfiihrbar. Aus diesem Grund wurde gemif Uberlegungen zur Fallzahlplanung sogenannter
,Feasibility*-Studien die Studienpopulation auf 30 Probanden festgelegt [12]. Es wurden 15
Probanden mit einem Hauttyp I oder II nach Fitzpatrick, sowie 15 Probanden mit einem Hauttyp
IIT oder IV nach Fitzpatrick rekrutiert. Innerhalb dieser beiden Gruppen erfolgt eine 2:1
Randomisierung zugunsten der ,,Verum-Gruppe* (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Flow-chart der Probandenrekrutierung
Probandenrekrutierung

Uber einen Zeitraum von Januar 2021 bis Juli 2021 wurden 30 freiwillige, gesunde Probanden
eingeschlossen. Die Probandenrekrutierung fand durch das Ansprechen Interessierter und durch
die Etablierung eines Empfehlungsmarketings statt. Alle Probanden wurden in einem
personlichen Gesprich tiber den Studienverlauf sowie mogliche Risiken und Nebenwirkungen
der Untersuchungen und Medikamenteneinnahmen aufgeklért. Nach ausreichender Bedenkzeit

(>24 Stunden) wurde jeder Proband gebeten, eine Einverstindniserkldrung zu unterzeichnen.
Einschlusskriterien

In die HCTOX-Studie eingeschlossen wurden diejenigen Probanden, die alle der folgenden

Kriterien erfiillten:

Der Proband:

e ist dazu in der Lage und einverstanden damit an der Studie teilzunehmen und
unterzeichnet eine entsprechende Aufklarung und Einverstdndniserkldrung

e ist gesund und ohne eine schwere zugrundeliegende Erkrankung

e st dlter als 18 Jahre

e crklart sich dazu bereit, 25 mg HCT einzunehmen, ohne dass dies klinisch indiziert ist
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e erklart sich dazu bereit, sich artifiziellem UV-Licht auszusetzen, ohne dass dies klinisch
indiziert ist

e hat den Hauttyp I, II, III oder IV nach Fitzpatrick
Ausschlusskriterien

Von der Studie ausgeschlossen waren hingegen Probanden, die eines der folgenden Kriterien

aufwiesen:

e Vorbekannte kardiologische Erkrankung

e Vorbekannte dermatologische Erkrankung

e Niereninsuffizienz (glomerulire Filtrationsrate <60 ml/min/1,73 m?)

e Finnahme bekannt fotosensibilisierender Substanzen, insbesondere HCT

e Haufige liberdurchschnittliche UV-Exposition in der Vorgeschichte

e Bekannter Hypertonus

e Bekannte Elektrolytstorungen

e Systolischer Blutdruck <90 mmHg beim Basis-Assessment

e Hauttyp V oder VI nach Fitzpatrick

e Bekannte schwere Grunderkrankung

e Bekannte Alkoholabhingigkeit oder Missbrauch oder andere substanzgebundene
Abhiangigkeiten

e Einnahme einer der folgenden Substanzen: ACE-Inhibitoren; Allopurinol; Amantadin;
Barbiturate; Betablocker; Carbamazepin; Chinidin; Cholecalciferol; Cholestyramin;
Colestipol; Cyclosporin; Diuretika; Glykoside; harnséduresenkende Subsanzen; Insulin;
Kaliumsalze; Lithium; Methyldopa; Nitrate; NSAIDs; orale Antidiabetika;
Phenothiazine; Phenytoin; Salicylate; Substanzen, die ein Long-QT-Syndrome
verursachen konnten; Trizyklische Antidepressiva; vasodilatierende Medikamente;
vasokonstriktorische Medikamente; Zytostatika

e Frauen im gebérfdhigen Alter, die keine ausreichende und hocheffektive (Pearl Index
<0,01) Kontrazeption durchfiihren

e Schwangere Frauen oder stillende Miitter

e Uberempfindlichkeit, oder bekannte Allergie gegen HCT, oder seine Inhalts- und

Zusatzstoffe

Untersuchungsablauf
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Studienmedikation

Probanden nahmen entweder HCT oder Placebo ein. Die Einnahme der Studienmedikation
begann fiir alle Probanden an Tag 7. Die Studienmedikation wurde von der Apotheke des
Universititsklinikums des Saarlandes in Homburg umverpackt und dann in verblindeten
Blistern an die kardiologische Studienambulanz ausgegeben. In der Studienambulanz wurden

die Medikamente dann téglich an die entsprechenden Probanden verteilt.

Die Studienmedikation wurde von Tag 7-21 eingenommen. Insgesamt nahm jeder Proband also
15 Tabletten ein. Entweder 25 mg HCT oder ein entsprechendes Placebo. Im Zuge der
Medikamentenausgabe wurden die Probanden téglich nach moglichen Nebenwirkungen befragt

und untersucht (Abbildung 2).

MED Bestimmung MED Bestimmung Ganzkérperbeleuchtung
Blutdruckmessung Blutdruckmessung Blutdruckmessung
Blut-, Urin- und Speichelproben  Bjyt-, Urin- und Speichelproben  Blut-, Urin- und Speichelproben
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Abbildung 2: Ablaufplan der klinischen Studie

(D — Tag, HCT — Hydrochlorothiazid, MED — minimale Erythem Dosis)

Blut-, Speichel- und Urinproben

An den Tagen 0, 14, 21-23 wurden Blutentnahmen durchgefiihrt. Hierbei wurde Probanden je
ein Blutrohrchen Serum-Blut (4,7 ml), ein Blutréhrchen Lithium-Heparin-Blut (4,7 ml) und
zwei Blutrohrchen EDTA-Blut (je 2,7 ml) entnommen. Das Serum-Blut wurde zusammen mit

dem Lithium-Heparin-Blut und einem der beiden EDTA-Blutrhrchen zur weiteren Analyse
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und Bestimmung der folgenden Werte ins Zentrallabor des Universititsklinikums des

Saarlandes geschickt (Tabelle 10).

Tabelle 10: Venose Blutentnahmen und Laborwerte, die bestimmt wurden

Blutrohrchen Laborwerte
Serum-Monovette 4,7 ml Serum-Vitamin D

Lithium-Heparin-Monovette Plasma-Kreatinin, Plasma-AST, Plasma-ALT, Plasma-

4,7 ml Natrium, Plasma-Kalium,
EDTA-Monovette 2,7 ml Kleines Blutbild
(ALT - Alanin-Transferase, AST - Aspartat-Transferase, EDTA -

Ethylendiamintetraessigsiure)

Das verbleibende EDTA-Blutrohrchen wurde beschriftet und zur weiteren Analyse in das
Institut fiir Klinische und Experimentelle Toxikologie der Universitét des Saarlandes auf dem

Campus des Universitdtsklinikums des Saarlandes verbracht.

An den Tagen 0, 14, und 21-23 wurden Speichelproben mittels ,,Quantisal-Oral-Fluid-
Collectoren* asserviert. Diese Kollektoren wurden beschriftet und ebenfalls zur weiteren
Analyse in das Institut fiir Klinische und Experimentelle Toxikologie der Universitit des

Saarlandes auf dem Campus des Universitdtsklinikums des Saarlandes verbracht.

An den Tagen 0 und 14 wurden Probanden gebeten, Mittelstrahlurin abzugeben, und an den
Tagen 21-24 sollten die Probanden Morgenurin sammeln. Der Urin wurde beschriftet und
umgehend zur weiteren Analyse in das Institut fiir Klinische und Experimentelle Toxikologie
der Universitdt des Saarlandes auf dem Campus des Universititsklinikums des Saarlandes

verbracht.
Blutdruckmessung

An den Tagen 0, 14 und 21-23 erfolgten Blutdruckmessungen gemil aktuellen
Leitlinienempfehlungen mithilfe einer automatisierten Blutdruckmanschette (Omron Medical)
an beiden Oberarmen [118]. Derjenige Oberarm, der die hoheren Messwerte zeigte, wurde im
Verlauf der Studie als Messarm verwendet. Es erfolgten jeweils drei Messungen, aus denen das

arithmetische Mittel gebildet wurde.
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Bestimmung des Hauttyps

Zur Bestimmung des Hauttyps fiillten alle Teilnehmer an Tag 0 einen Fragebogen aus, der
anhand von 10 Multiple-Choice-Fragen, die direkten und indirekten Folgen von
Sonneneinstrahlung auf die Haut erfragte. Jede Frage konnte mit einer von vier Antworten
beantwortet werden, die mit einem bis vier Punkten bewertet wurden, sodass am Ende ein
Punktwert zwischen mindestens 10 und maximal 40 Punkten erreicht werden konnte. Von
einem Facharzt fiir Dermatologie wurde dieser Fragebogen im Anschluss validiert und der
Hauttyp bestimmt. Hierbei erfolgte zur Vereinfachung eine Einteilung in die Hauttypklassen
I/IT (hellerer Hauttyp) sowie III/IV (dunklerer Hauttyp) nach Fitzpatrick. Die dermatologische
Supervision war in diesem Fall wichtig, da in den Punktwert auch die Haar- und Augenfarbe
miteinflossen. Da es moglich war, dass ein Proband eine dunkle Haut aufwies aber helle
Haare/Augen haben konnte, wire der Fragebogen in diesem Fall moglicherweise falsch niedrig

ausgefallen. Dasselbe galt fiir Probanden mit heller Haut und dunklen Haaren/Augen.
Bestimmung der Lichtempfindlichkeitsschwelle [Minimalen Erythem Dosis (MED)]

An den Tagen 0 und 14 wurde bei alle Probanden eine Lichttreppenuntersuchung zur
Bestimmung der Lichtempfindlichkeitsschwelle (MED) durchgefiihrt. Dazu wurden auf dem
Riicken der Probanden jeweils sechs runde Felder, die einen Durchmesser von 5 cm aufwiesen
mit aufsteigenden Dosen von UVA- und UVB-Licht beleuchtet (Abbildung 3). Die Dosis, die
dabei verwendet wurde, richtete sich nach dem Hauttyp und folgte den Empfehlungen der
Leitlinien fiir Foto- und Fotochemotherapie der Deutschen Gesellschaft fiir Dermatologie
(Tabelle 11 und 12) [47]. Die zweite Lichttreppe wurde nach dem gleichen Prinzip
durchgefiihrt, allerdings unter dem Einfluss der Studienmedikation. Zur Ermittlung der MED
nahmen die Probanden auf dem Bauch liegend auf einer Untersuchungsliege Platz. Die gesamte
Haut wurde anschlieBend mit dunklen Stofftiichern bedeckt und nur derjenige Bereich, der
getestet werden sollte, blieb unbedeckt. Hier wurde die Lichttreppe aufgelegt, die mithilfe eines
Dosimeters gesteuert wurde. Als Quelle der Bestrahlung dienten spezielle UV-Lampen, die in
einer vorgegebenen Dosis UVA- oder UVB-Licht emittierten. Diejenige geringste Dosis an
UVA- oder UVB-Licht, die zu einer geringen Rotung (Minimale Erythem Dosis) oder
Verfarbung/Pigmentierung (Minimale Pigmentations Dosis) der Haut fiihrte, wurde als
jeweilige Lichtempfindlichektisschwelle festgelegt. Das Ablesen und die Analyse der
Lichttreppe erfolgte durch einen erfahrenen Dermatologen (Prof. Reichrath) 24 und 48 Stunden

nach der Bestrahlung.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Lichttreppenuntersuchung und deren Auswertung
nach 24 Stunden

(UV — Ultraviolettes Licht)
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Tabelle 11: Bestrahlungsdosen fiir Probanden des Hauttyps I und II wéhrend der Lichttreppe

Test-Feld UVA-Dosis UVB-Dosis
1 0,5 J/em? 0,05 J/cm?
2 1,0 J/cm? 0,1 J/em?
3 2,0 J/cm? 0,2 J/em?
4 3,0 J/em? 0,3 J/em?
5 4,0 J/cm? 0,4 J/cm?
6 5,0 J/em? 0,5 J/em?

(UVA — Ultraviolettes Licht Typ A, UVB — Ultraviolettes Licht Typ B)

Tabelle 12: Bestrahlungsdosen fiir Probanden des Hauttyps III und IV wéhrend der Lichttreppe

Test-Feld UVA-Dosis UVB-Dosis
1 1,5 J/cm? 0,15 J/cm?
2 2,0 J/cm? 0,2 J/em?
3 3,0 J/cm? 0,3 J/cm?
4 5,0 J/cm? 0,5 J/cm?
5 7,0 J/em? 0,7 J/em?
6 9,0 J/cm? 0,9 J/cm?

(UVA — Ultraviolettes Licht Typ A, UVB — Ultraviolettes Licht Typ B)

Folgende UV-Geridte wurden fiir die dermatologischen Untersuchungen verwendet: UV-

Therapiesystem 7002, UVA 700 L, UVB 802 L (alle Herbert Waldmann GmbH & Co.KG)
Ganzkorperbestrahlung

An den Tagen 21-23 wurden die Probanden einer Ganzkdrper-UV-Bestrahlung unterzogen
(Abbildung 4). Diese begann mit einer vorgegebenen moglichst niedrigen Dosis (Tabelle 13
und 14). Hierfiir traten die Probanden in Lichtkabinen, die mit speziellen UV-R&hren fiir UVA-
und UVB-Licht ausgestattet waren. Um sich zu schiitzen, trugen die Probanden Schutzbrillen
und dunklen Stoff im Intimbereich. Die Bestrahlungsdosis orientierte sich an den Leitlinien der
Foto- und Fotochemotherapie in der Dermatologie und wurde im Verlauf der drei
Bestrahlungstage leicht gesteigert, angepasst an die individuelle Reaktion des Probanden und

supervisiert durch einen Facharzt fiir Dermatologie [47].
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Ganzkorperbestrahlung und nachfolgender

Bestimmung der Pyrimidindimere im Urin

Tabelle 13: Bestrahlungsdosen fiir Probanden des Hauttyp I und II wéhrend der
Ganzkorperbestrahlungen

Tag UVA-Dosis UVB-Dosis
1 0,5 J/em? 0,1 J/em?
2 0,7 J/em? 0,2 J/em?
3 1,0 J/cm? 0,25 J/ecm?

(UVA — Ultraviolettes Licht Typ A, UVB — Ultraviolettes Licht Typ B)

Tabelle 14: Bestrahlungsdosen fiir Probanden des Hauttyp III und IV wéhrend der
Ganzkorperbesungen

Tag UVA-Dosis UVB-Dosis
1 1,0 J/cm? 0,2 J/em?
2 1,5 J/cm? 0,3 J/em?
3 2,0 J/cm? 0,5 J/em?

(UVA — Ultraviolettes Licht Typ A, UVB — Ultraviolettes Licht Typ B)
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Toxikologische Untersuchungen
Adhérenzmessung

Die Adhdrenz zur Studienmedikation wurde direkt mittels wultra-high-performance liquid
chromatography-high resolution mass spectrometry (UHPLC-HRMS/MS) und Nachweis der
Testsubstanz (HCT) sowie deren Metaboliten im Urin, Serum und Speichel zum Zeitpunkt der

Baselinevisite sowie den entsprechenden Follow-Up-Terminen gemessen [39,45,46,98].
Bestimmung von Pyrimidindimeren

Zur Bestimmung der Pyrimidindimere wurden die Urinproben zundchst mit Acetonitril im
Verhiltnis 1:2 Volumen/Volumen verdiinnt und anschlieBend zentrifugiert. Der Uberstand
wurde auf Dionex UltiMate 3000 LC, verbunden mit einer ThermoFisher Q-Exactive, injiziert.
Chromatographische Separation wurde auf einer ThermoFisher Accucore Phenyl-Hexyl Sdule
(100 mm x 2,1 mm, 2,6 um PartikelgroB3e) mit einer Laufzeit von 5 Minuten sichergestellt. Das
Massenspektrometer arbeitete in den “full MS”- und “PRM”-Modus, nachdem eine negative
Elektrospray lIonisation durchgefiihrt wurde. Die Einschlussliste des “PRM” Modus enthielt
den m/z 545.12817, welcher die Dinukleotidmonophosphat Thymidindimere représentierte.
Um fiir Variationen in der Urinkonzentration zu korrigieren, wurden die nachgewiesenen

Dimere auf das Kreatinin im Urin normalisiert [51,101].
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3.2 PRAKLINISCHER TEIL — UNTERSUCHUNGEN ZUM EINFLUSS VON HCT UND UVB-
STRAHLUNG AUF HACAT-ZELLEN

Materialien und Gerite

Tabelle 15: Verwendete Gerite fiir die praklinischen Experimente

Produkt Hersteller

Abzug ARGE Labor- und Objekteinrichtungen GmbH, Wathlingen,
Deutschland

Eismaschine Ziegra Eismaschine, Ziegra Eismaschinen, Isernhagen, Deutschland

Chemilumineszenz- | peqlab Fusion SL, VILBER LOURMAT GmbH, Eberhardzell,

Imaging-System Deutschland
Heizblock Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Inkubator Hera Cell 150 COgj-Inkubator, Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, Massachusetts, USA

Kiihlzentrifuge Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Lichtmikroskop Nikon Eclipse TS 100, Nikon, Tokio, Japan

Vakuumpumpe KNF K17 Vakuumpumpe, KNF Neuberger GmbH, Freiburg,
Deutschland

Nano-Drop NanoDrop™ 2000/2000c  Spektralphotometer, Thermo Fisher

Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA

PCR Gerit StepOne realtime PCR, Applied Biosytems Inc., Waltham,
Massachusetts, USA

PCR Workstation Paglab Workingstation, VWR Inc. Radnor, Pennsylvania, USA

Photometer DU 730 UV/Vis-Sprectrophotometer, Beckman Coulter, Krefeld,
Deutschland

Mechanische Ergonomic High Performance Pipetten, VWR Inc. Radnor,

Pipetten Pennsylvania, USA

Elektrische Pipette Pipetus, Hirschmann Laborgerite GmbH & Co.KG, Eberstadt,
Deutschland

Riittelplatten Polymax 1040, Heidolph Instrumens GmbH & Co.KG, Schwabach,
Deutschland

Spannungsquelle PowerPac HC, Biorad Laboratories Inc., Hercules, Kalifornien, USA
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Spectrophotometer

NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA

Sterile Bank SAFE 2020, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachussets,
USA

Thermozykler peqStar Universal 96, PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deuschland

Tischzentrifuge, Heraeus Biofuge Pico, Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

klein

Tischzentrifuge, GT4R Centrifuge, Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachussets,

grof3 USA

Ultraschallgerét Branson Ultrasonics Sonier, Emerson Electric Co., Missouri, USA

UV-Gerit UVP-Crosslinker CL-1000, Endresst+Hauser, Reinach, Schweiz

Vortex Mixer SN 41119030, Labnet International, Edison, New Jersey, USA

Waage CS, Ohaus GmbH, Giellen, Detschland

Zentrifuge, gekiihlt

Fresco 17 Centrifuge, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,

Massachussets, USA

Verbrauchsmaterialien

Tabelle 16: Verwendete Verbrauchsmaterialien fiir die préklinischen Experimente

Produkt

Hersteller

Pipetierplatte rt-PCR

MicroAmp 96 Wells plates, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham Massachussets,

USA

Abdeckfolie rt-PCR

MicroAmp optical adhesive film, Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachussets, USA

Pipettenspitzen (10 pl, 100 pl, 1000 ul) Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen (5 ml, 10 ml, 25 ml) Sarstedt Serological Pipette, Sarstedt AG &

Ko.KG, Niimbrecht, Deutschland

50 ml)

Reagiergefiae (0,5 ml, 1,0 ml, 1,5 ml, 2,0 ml, | Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Zellkulturschalen @ 10 cm Sarstedt AG & Ko.KG, Niimbrecht,

Deutschland
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Cellscraper Cell Scraper, Sarstedt AG & Ko.KG,
Niimbrecht, Deutschland
Pasteurpipetten Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,

Massachussets, USA

Nitrozellulose-Membranen

Biorad Laboratories Inc.,  Hercules,

Kalifornien, USA

Filtermembranen Whatman, GE Healthcare, Birminghamsbhire,
UK
Halterung fiir Gele Western Blot Chamber, Biorad Laboratories

Inc., Hercules, Kalifornien, USA

Gelelektrophorese-Zubehdr

Mini PROTEAN Tetra Cell, Biorad
Laboratories Inc., Hercules, Kalifornien,

USA

Tank Blot-System

Mini Trans-Blot Cell, Biorad Laboratories

Inc., Hercules, Kalifornien, USA

Prazisionswischtiicher

Kimberly-Clark, Irving, Texas, USA

Software

Tabelle 17: Verwendete Softwareprogramme

Western Blot

FusionCapt Advance peqlab, VWR, Darmstadt, Deutschland

RNA-Messung

NanoDrop, Isogen Life Science, Utrecht, Holland

Statistik STATA 16.1, StataCorp, College Station, Texas, USA
GraphPad Prism 9, Insight Partners, New York, USA

Auswertungen Micosoft EXCEL 2016, Microsoft, Washington, USA

Abbildungen GraphPad Prism 9, Insight Partners, New York, USA

Microsoft PowerPoint 2016, Microsoft, Washington, USA
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Versuchsabliufe

Da die pathophysiologischen Prozesse, die hinter den fotosensibilisierenden Eigenschaften von
HCT vermutet werden, nicht vollstindig geklirt sind, wurden Experimente durchgefiihrt, die
den Einfluss von HCT in Kombination mit UVB-Strahlung in vitro testen. Die préiklinischen
Experimente konzentrierten sich auf UVB-Strahlung, da zuvor in den klinischen Versuchsteilen

keine Reaktionen nach UV A-Bestrahlung dokumentiert werden konnten.

Als Modellsystem wurden hierzu humane Keratinozyten (HaCaT) herangezogen. Diese
Keratinozyten erreichen in calciumreichen Medien bei niedrigen Temperaturen bis zu 140
Teilungsgenerationen. Als theoretische Grundlage dienten wenige experimentelle Arbeiten, die
insbesondere den Einfluss von HCT und UVA-Strahlung auf HaCaT Zellen untersuchten. In
diesen Arbeiten wurde HCT in einer Konzentration von 1 mmol/L in DMSO (Sigma-Aldrich,

Darmstadt, Deutschland) geldst und in die Zellkultur eingebracht [103,104].

Abbildung 5 zeigt den Aufbau der in vitro Experimente. Um alle EinflussgroBen zu
kontrollieren, wurden sechs separate Versuchsteile initiiert. Es wurden zwei Gruppen mit
jeweils drei unterschiedlichen Versuchsobjekten gebildet. Innerhalb der Gruppen erfolgte eine
Unterscheidung zwischen Zellen, die mit UVB-Strahlung beleuchtet wurden und welchen, die
nicht beleuchtet wurden. Innerhalb jeder Gruppe gab es dann die Unterscheidung zwischen
einer Negativkontrolle, einer Kontrolle mit dem Losungsmittel DMSO und einer Zellkultur mit
HCT (1 mmol/L gelost in DMSO). Die Zellen wurden immer 1 Stunde vor der eigentlichen
Bestrahlung entweder mit 1 mmol/L HCT oder DMSO inkubiert und dann beleuchtet. Als
Negativkontrolle dienten Zellen, die weder mit HCT noch mit DMSO behandelt wurden. Um
die Reproduzierbarkeit der erhobenen Experimente sicherstellen zu konnen wurden alle
Versuchsreihen sechsfach wiederholt. Die Zellen wurden dann mit einer einmaligen Dosis von
100 J/m? beleuchtet. Tabelle 15 und 16 geben einen Uberblick iiber die verwendeten Geriite

und Verbrauchsmaterialien. Tabelle 17 fasst die eingesetzten Softwareprogramme zusammen.

Die Effekte der Bestrahlung wurden auf genomischer und Proteinebene analysiert. Da wir
vermuteten, dass insbesondere die inflammatorischen Prozesse vor allem in den ersten Stunden
nach der UV-Bestrahlung auftreten wiirden, wurde eine Zeitreihe initiiert, bei der die Zellen
einmalig mit 100 J/m? beleuchtet wurden und dann nach 6 und 24 Stunden hinsichtlich
inflammatorischer und kanzerogener Verinderungen mittels real-time PCR (1t-PCR)

untersucht wurden.
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Da die Proteinbiosynthese der Transkription der Gene nachgeschaltet ist, wurden auch zu den
Zeitpunkten 6 und 24 Stunden nach Bestrahlung die Protein-Expression mittels Western Blot
untersucht. Beobachtet wurden in diesem Zusammenhang vor allem Anderungen in der
Expression von Tumormarkern, inflammatorischen Markern, sowie apoptotische Proteine und

Proteine zur Entgiftung des oxidativen Stresses.

inbiationmicimmmsiL Polymerasekettenreaktion
Hydrochlorothiazid —
IO - TR
\ & g T - T - T
, Tl - T+
‘ S L
. .»@ = W
Modelorganismen Beleuchtung mit :::'." :::_;;i.-
humane Keratinozyten 100 J/m? UVB-Licht

Western Blot

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Laborexperimente

(HCT — Hydrochlorothiazid, UVB — Ultraviolette Strahlung Typ B)

HaCaT-Zellkultur

Die humanen Keratinozyten, sogenannte HaCaT-Zellen der Teilungsgeneration p37, wurden
uns von der Arbeitsgruppe von Herrn Professor Jorg Reichrath aus der Klinik fiir Dermatologie,
Venerologie und Allergologie des Universititsklinikums des Saarlandes, zur Verfiigung
gestellt. Die Zellen wurden in fliissigem Stickstoff in das Forschungslabor der Klinik fiir Innere
Medizin III, des Universitdtsklinikums des Saarlandes transportiert. Das anschlieBende
schonende Auftauen erfolgte in Isopropanol (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland). Die
aufgetauten Zellen wurden auf Zellkulturschalen mit 10 cm Durchmesser aufgetragen und die
Zellkulturschalen wurden anschlielend mit DMEM-Medium, welches mit 10% FBS und 1%
L-Glutamin (alle drei Gibco, ThermoFisher, Bleiswijk, Holland) angereichert war, auf ein
Volumen von 10 ml aufgefiillt. Die angereicherten Zellen wurden bei +37 °C, 100%
Luftfeuchte und 5% CO> Atmosphére inkubiert. Lichtmikroskopisch wurde die Dichte des
Zellewachstums auf den Kulturschalen tiberwacht und bei dichtem Wachstum wurden die
Zellen auf neue Kulturschalen aufgeteilt. Hierfiir wurde zunichst das alte Medium mittels

Glaspipette und automatischem Sauger abgesaugt. Im Anschluss wurden die Zellkulturschalen
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zweimal mit je 5 ml PBS (400 g NaCl, 10 g KCI, 12 g KH2PO4, 72 g Na;HPO4 auf 5000 ml
Ampuwa) gewaschen. Daraufhin wurden je 1 ml Trypsin (Gibco, ThermoFisher, Bleiswijk,
Holland) zu den Zellen gegeben und die Schalen anschlieBend im Brutschrank fiir 10 Minuten
bei +37 °C, 100% Luftfeuchte und 5% CO> Atmosphére inkubiert, um die Zellen zu 16sen. Nach
10 Minuten wurden die Zellen in den Kulturschalen bei geschlossenem Deckel vorsichtig durch
wiederholte Schiittelbewegungen, Drehungen und leichtes Anschlagen gegeneinander
abgeklopft. Lichtmikroskopisch wurde der Erfolg dieser mechanischen Losung tiberpriift und
bei zufriedenstellendem Ergebnis wurde jeder Zellkulturschale 1 ml DMEM-Medium (10%
FBS, 1% L-Glutamin) zugegeben, um die chemische Lyse durch Trypsin zu stoppen. Die
Mischung aus Zellen, Trypsin und angereichertem Medium wurden mittels elektrischer Pipette
abgenommen und in einem 50 ml Reaktionsgefil gesammelt. Die verbliebenen
Zellkulturschalen wurden im Anschluss mit 5 ml angereichertem Medium gespiilt und auch
dieses Medium wurde in das 50 ml Reaktionsgefd3 gegeben. Durch Zentrifugation mit 900
Umdrehungen/Minute fiir 3 Minuten wurden die Zellen vom fliissigen Uberstand geldst und
dieser fliissige Uberstand wurde in der Folge mittels Glaspipette und automatischem Sauger
abgenommen. Das verbliebenen Zellpellet wurde in neuem angereichertem Medium
suspendiert und je 1 ml dieser Suspension wurde auf neue Zellkulturschalen verteilt. Diesem
Milliliter wurden weitere 9 ml des angereichten Mediums zugegeben, um das Volumen wieder
auf 10 ml pro Zellkulturschale aufzufiillen. Die aufgeteilten Zellen wurden wieder bei +37 °C,

100% Luftfeuchte und 5% CO; Atmosphire im Brutschrank inkubiert.
Western Blots

Western Blotting ist ein etabliertes Verfahren zum Nachweis und zur Quantifizierung von
Proteinen. Um den Schritt des Western Blotting zu ermoglichen, miissen die Proteine zuerst aus
den Zellen isoliert werden und dann mithilfe einer Natriumdodecylsulfat (SDS)-

Gelelektrophorese aufgetrennt werden.
Proteinisolation

Zur Proteinisolation aus den Zellen wurde zunichst ein Homogenisationspuffer angesetzt.
Dieser setzte sich aus 6 ml Homogenisations-Buffer (5 mmol/L EDTA, 25 mmol/L NaF, 300
mmol/L Sucrose, 30 mmol/L KH>POys) fiir Western Blot, einer 4 Complete Tablette EDTA-
free (#11873580001; Roche, Penzberg, Germany), einer Phosphatase Inhibitor Tablette
(PhosStop, Roche, Penzberg, Germany) und 60 pl Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF,

Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland) zusammen.
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100 pl dieses Gesamtlysepuffers wurden in der Folge jeder Zellkulturschale zugegeben und die
Zellen im Anschluss mit einem Cellscraper hindisch abgekratzt. Die so entstandene Emulsion
wurde mittels Pipette aufgenommen und in 1,5 ml Reaktionsgefdfle iiberfiihrt. Bedarfsweise

konnte diese Emulsion durch Ultraschallbehandlung zusatzlich homogenisiert werden.

Um die spétere relative Quantifizierung der einzelnen Proteine zu ermdglichen, musste vorher
gewihrleistet werden, dass alle Proben, die untersucht werden sollten, anndhernd die gleiche
absolute Proteinmenge enthielten. Um die absolute Proteinmenge, dieser Proben nun mittels
photometrischer Absorptionsmessung zu bestimmen, wurden je 2 pl der Proben weiterhin mit
18 ul Ampuwa, 100 pl Reagenz A (BioRad, Hercules, Kalifornien, USA) und weiteren 800 pl
Reagenz B (BioRad, Hercules, Kalifornien, USA) auf ein Gesamtvolumen von 920 pl

vermischt und anschlieBend bei Raumtemperatur (+22 °C) fiir 15 Minuten inkubiert.

Proteinquantifizierung

Die photometrische Proteinbestimmung erfolgte dann in Analogie zur Lowry Methode. In
einem alkalischen Milieu werden zweiwertige Kupferionen zundchst zu einwertigen
Kupferionen reduziert. Diese positiv geladenen, einwertigen Kupferionen reagieren mit den
negativ geladenen Proteinen und bilden einen Kupfer-Protein-Komplex. Dieser Komplex
reduziert infolge seiner elektrochemischen Eigenschaften das gelbe Folin-Ciocalteu Reagenz,
bestehend aus Molybdén- und Wolframheteropolysdure, welches als Farbindikator in der
Mischung fungiert. Denn aus dem in der Losung enthaltenen sechswertigen Molybdén entsteht
vierwertiges Molybdédnblau. Proportional zur Proteinkonzentration kommt es so zur tiefen
Blaufirbung der Proben, in denen dann mittels Eichkurve die absolute Proteinkonzentration in
Abhidngigkeit der photometrisch bestimmten Absorption bestimmt werden kann. Die
Kalkulation erfolgte automatisch am Photometer durch Doppelbestimmung und anschlieender
Mittelwerterhebung. Die so bestimmen Proteinmengen dienten als Grundlage fiir die folgende

elektrophoretische Auftrennung.

Gelelektrophorese

Wie die meisten Makromolekiile, tragen auch Proteine aufgrund ihrer funktionellen Gruppen
und Faltungsstruktur eine molekiilspezifische Ladung. Im Verfahren der Elektrophorese wird
diese Ladung genutzt, um Proteine nach ihrer molekularen Masse aufzutrennen. Da sich die
Ladungen der Proteine aber unterscheiden und so eine reine Auftrennung nach der

Molekiilmasse erschweren, miissen die Ladungsverteilungen in einem ersten Schritt egalisiert
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werden. Das Volumen von je 100 pg Proteinmasse wurde hierzu mit destilliertem Wasser
(Braun, Frankfurt am Main, Deutschland) auf 20 pl aufgefiillt und mit 20 pl Ladepuffer
versehen. Diese Proben wurden im Heizblock fiir 5 Minuten bei +95 °C gekocht, um die
Proteine zu denaturieren. In der Folge wurde durch Zugabe von Natriumdodecylsulfat (SDS,
Sigma  Aldrich, Darmstadt, Deutschland) die nicht-kovalenten intramolekularen
Wechselwirkungen gestort und die Proteine somit vollstindig entfaltet. Dadurch, dass
unabhingig vom vorliegenden Protein SDS immer im gleichen Verhéltnis gebunden wird,
werden die Eigenladungen der Proteine iiberdeckt. AuBerdem wurde den Proteinen
Dithiothreitol (DTT, Sigma Aldrich, Darmstadt, Deutschland) zugegeben, ein potentes
Reduktionsmittel. Strukturgebend in vielen Proteinen sind sogenannte Disulfidbriicken. Diese
Disulfidbiicken werden durch DTT reduziert. Dadurch wird die komplexe Architektur der

Proteine aufgehoben und diese in ihrer Strukturchemie vereinheitlicht.

Durch diese Vereinheitlichung ist es in der Folge mdoglich die Proteine ihrer GroBle nach
aufzutrennen. Hierfiir wird an einem Polyacrylamidgel, das als Tragermedium diente, iiber eine
bestimmte Zeit eine Spannung angelegt. Je kleiner ein Protein ist, desto weiter wird es durch
die Spannung in derselben Zeiteinheit in Richtung der Anode getrieben. Um die
GroBenbestimmung der entstehenden Banden zu erleichtern, lauft ein Standardproteingemisch

als Referenz mit, der sogennante Grof3enmarker.

Die Polyacrylamidgele setzten sich aus einem Sammelgel und einem Trenngel zusammen. Die

Bestandteile dieser Gele werden in der Folge genannt (Tabelle 18 und 19).
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Die Trenngele setzten sich wie folgt zusammen:

Tabelle 18: Zusammensetzung der Trenngele

Bestandteil fiir ein 10%-iges Gel Volumen
- Hx0 - 79ml
- 30% acryl-bisacrylamide mix - 6,7ml
- 1,5 M Tris (pH 8,8) - 5,0ml
- 10% SDS - 0,2ml
- 10% Ammoniumpersulfat - 0,2ml
- TEMED - 0,008 ml

Die Sammelgele setzten sich wie folgt zusammen:

Tabelle 19: Zusammensetzung der Sammelgele

Bestandteil Volumen
- Hx0 - 34ml
- 30% acryl-bisacrylamide mix - 0,83 ml
- 1,5 M Tris (pH 6,8) - 0,63 ml
- 10% SDS - 0,05ml
- 10% Ammoniumpersulfat - 0,05 ml
- TEMED - 0,005 ml

Die Gele wurden in 50 ml Reaktionsgefdllen gemischt und vorsichtig zwischen zwei, sich in
einer Halterung im Abstand von 1,5 mm befindliche, Glasplatten pipettiert. Zundchst wurden
die Trenngele eingebracht und nachdem diese gehértet waren, anschlieBend die Sammelgele
auf diese aufgetragen. In diese Sammelgele wurden Kidmme gesteckt und das Aushirten
abgewartet. Nachdem die Gele gehértet waren, wurden die Kdémme vorsichtig entfernt und die
dadurch entstehenden Slots bedarfsweise von iiberschiissigen Gelresten gereinigt. Das Hérten
der Gele ist eine Folge der Polymerisation der Acrylamid-Monomere, die dadurch ein

komplexes Gitter bilden, durch das die Proteine zukiinftig hindurchwandern miissen.
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Elektrophorese

Die fertigen Gele wurden nun mitsamt ihrer Haltevorrichtung in die Elektrophoresekammer
eingespannt und diese Kammer mit Elektrophoresepuffer (720 g Glycin, 151,5 g Tris, 50 g SDS
auf 5.000 ml Ampuwa) gefiillt. Die Slots des Sammelgels wurden nun, dem vorher festgelegten
Ladeplan folgend, mit 50 pg Protein pro Slot beladen. In den ersten Slot wurden immer 5 pl
Marker gegeben. Dieser Marker enthielt gefarbte Proteine einer bekannten Grof3e, die spéter als
Referenzgroflen herangezogen wurden. Die folgenden Slots wurden mit je 18 pl der
entsprechenden Probe gefiillt (entsprach 50 pug Protein). Die Blot-Vorrichtung wurde nun an
eine Stromquelle angeschlossen und die Elektrophorese mit einer Spannung von 80 Volt
gestartet. Wenn sichtbar wurde, dass sich der Marker ganz links aufzutrennen begann (nach ca.
20 Minuten), wurde die Spannung an der Stromquelle auf 100 Volt erhoéht und die
Elektrophorese fiir 60-90 Minuten fortgesetzt.

Um die Sichtbarkeit der Proteinbanden zu gewihrleisten, miissen diese in der Folge von den
Gelen auf eine geeignete Membran tibertragen werden. Dies erfolgt mittels Nass-Transfer durch
einen Tank-Blot. Fiir diesen Tank-Blot wurde eine Schichtung aus einem schwarzen Schwamm,
drei Filtern, dem Elektrophorese-Gel, einer Nitrozellulose-Membran (PorengroBe 0,2 um;
#1620112, BioRad, Hercules, Kalifornien, USA) wieder vier Filtern und einem weillen
Schwamm zwischen zwei schwarzen Lochplatten luftblasenfrei eingespannt. Diese
Konstruktion wird anodenwiérts gerichtet in den Tank gegeben, dieser in unserem Fall mit 1x
TOWBIN ( 1.440 ml Ampuwa, 160 ml 10x TOWBIN (30,28 g Tris-Base, 114,13 g Glycin, auf
1.000 ml Ampuwa), 400 ml Methanol) aufgefiillt und bei 0,3 Ampere fiir 60-120 Minuten
geblottet. Da theoretisch die Gefahr der Uberhitzung besteht wird dem Tank zusitzlich ein
Kiihlakku zugegeben.

Nach dem Blotten wurde die Membran aus der Vorrichtung entnommen und in destilliertem
Wasser gewaschen. Dies dient dem Entfernen von Methanolresten, welches in der Pufferlosung
enthalten war. Um den Erfolg und die Qualitit der Ubertragung der Proteinbanden auf die
Nitrozellulosemembran zu iiberpriifen erfolgte im Anschluss eine einminiitige Farbung mit
Ponceau Rot (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland). Dieser Farbstoff hat die Eigenschatft,
die Proteine reversibel anzuférben. Ist eine zufriedenstellende Anférbung erreicht worden, kann
der Farbstoff durch mehrmaliges kurzes (5 Minuten) Waschen in PBS-T-L6sung (Phosphate-
Buffered Saline: 137 mmol/L NaCl; 2,7 mmol/L KCI; 4,3 mmol/L Na;HPOa; 1,47 mmol/L
KH>POs4, pH 7,4 mit 0,1% Tween) entfernt werden und die Membranen dann geblockt werden.
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Das Blocken, welches dazu diente, freie Bindungsstellen der Membran durch Milchproteine zu
besetzen und somit davor zu bewahren, dass sich zukiinftig unspezifische Antikdrperbindungen
an ihnen ereignen, wird erreicht, indem die Membran auf einem Schiittler fiir 2 Stunden in 5%
Milch (Magermilchpulver, TSI GmbH & Co. KG, Zeven, Deutschland) geldst und dann in
I1xPBS-T geschwenkt wird. Bei Bedarf wurde die Membran vor dem Blocken zugeschnitten,
da durch die Ponceau Rot Féarbung die Banden gleichméBig zu sehen sind und so ein exaktes

Zuschneiden ermdglichen.
Immundetektion

Um die Proteine spezifisch nachweisen zu konnen, wird eine Antigen-Antikorper Reaktion
angeschlossen. Der Membran, auf der die Proteine aufgetragen sind, wird ein Antikorper
spezifisch zugegeben, der ein bestimmtes Protein detektieren soll. Die Primérantikorper, die in
verschieden Wirtsorganismen (z. B Maus (mouse), Hase (rabbit) etc.) hergestellt werden,
binden zum einen spezifisch an die entsprechenden Epitope der Proteine, die nachgewiesen
werden sollen, aber auch unspezifisch an andere freie Bindungsstellen. Die Primédrantikdrper
(Tabelle 20) wurden in ihrer entsprechenden Verdiinnung (z.B 1:1.000, 1:5.000, 1:10.000) in 7
ml 5% Milch in ein 50 ml Reaktionsgefdl gegeben und die Membranen darin {iber Nacht, in
einem im Kiihlschrank befindlichen Uberkopf-Schiittler, bei +4 °C inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Membranen zunichst je zweimal fiir 5 Minuten mit PBS-T
gewaschen. Dadurch sollen die unspezifisch gebundenen Antikdrper entfernt werden. Um im
Anschluss die Sekundérantikdrper (Tabelle 21) aufzutragen, wurden die Membranen in 50 ml
0,5% Milch gegeben und 5 pl des Sekundérantikdrper dazugegeben, sodass ein Verhéltnis von
1:10.000 resultierte. Die Sekunddrantikorper richten sich gegen den Primédrantikdrper. Dariiber
hinaus sind die Sekundérantikdrper mit Enzymen gekoppelt, die bei Reaktion mit den
entsprechenden Indikatorsubstanzen luminiszieren und somit ein Sichtbarwerden der Banden
hervorrufen. Dieser Ansatz wurde fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schiittler
inkubiert. Es folgte ein weiterer Waschgang fiir 5 Minuten in PBS-T und zwei Waschgénge fiir
jeweils 10 Minuten in PBS-T. Die Membranen wurden kurz mit destilliertem Wasser gespiilt
und in der Folge entwickelt. Zur Entwicklung wurden die Membranen, nachdem sie kurz
getrocknet wurden, in je 1 ml ECL-Reagenz 1 und 1 ml Reagenz 2 (GE Healthcare, Freiburg,
Deutschland) gelegt, gleichméBig mit der Mischung benetzt und im Anschluss luftblasenfrei
auf dem Tablett des Detektionsgerites platziert. Diese Reagenzien enthalten Luminol und

Wasserstoffperoxid. Die Sekundirantikorper sind mit dem Enzym Meerrettichperoxidase
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gekoppelt. Diese Meerrettichperoxidase katalysiert nun die Oxidation von Luminol durch
Wasserstoffperoxid. Reagiert das reduzierte Luminol in der Folge mit dem Sauerstoff der
Raumluft, kommt es zu einer chemischen Reaktion, bei der Licht emittiert wird, das mit der
Detektionskamera des Fusion SL nachgewiesen werden kann. Die Auswertung erfolgte mittels

FUSION-Software.

Tabelle 20: Verwendete Primérantikorper

Antikorper Verdiinnung Spezies Hersteller/Nr.
anti-BAK 1:1.000 Mouse abcam, ab104124
anti-BAX 1:1.000 Rabbit abcam, ab32503
anti-Catalase 1:1.000 Rabbit Cell Signaling, #14097
anti-GAPDH 1:5.000 Mouse Millipore, MAB374
anti-p53 1:1.000 Mouse Santa Cruz, sc-17846
anti-SOD-1 1:5.000 Rabbit Santa Cruz, sc-11407

Tabelle 21: Verwendete Sekundérantikorper

Antikorper Hersteller/Nr.
anti-mouse-Antikdrper Biorad, Kat.Nr.: 170-6516
anti-rabbit-Antikorper Biorad, Kat.Nr.: 172-1019

Echtzeit Polymerase Kettenreaktion (realtime PCR)

Eine Polymerase Kettenreaktion ist ein hochspezifisches Verfahren zum Nachweis von
Nukleinsduren (entweder Desoxyribunukleinsdure (DNA) oder Ribunukleinsédure (RNA)). Die
Amplifikation bietet die Mdoglichkeit bei Vergleichen mit Haushaltsgenen (Gene, die
unabhingig der Stoffwechselsituation der Zellen exprimiert werden) herauszufinden, ob

bestimmte Nukleinsduren vermehrt oder vermindert gebildet wurden.

Einem wichtigen Paradigma der Biologie folgend entstehen wéhrend der Transkription der
Gene zunichst eine mRNA (messenger RNA) und durch die Translation dieser mRNA dann
ein Protein. Diese sogenannte Proteinbiosynthese ist eine komplexe Reihe vieler Mechanismen
und enzymatischer Reaktionen und beansprucht je nach exprimiertem Protein unterschiedlich
viel Zeit. Anderungen auf Ebene der RNA zeigen sich dagegen schon frither. Daher ist es ratsam
neben der Detektion spezifischer Proteine auch deren Vorstufen zu analysieren und zu

quantifizieren. Dies ist mittels PCR moglich.
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Die PCR beruht auf den Mechanismen der zelluliren DNA-Replikation, wird aber in vitro
durchgefiihrt. Zuerst wird die doppelstrangige DNA, das sogenannte Template (von englisch
template die Schablone) durch Hitze getrennt. Anschlieend synthetisiert eine DNA-
Polymerase an jedem Einzelstrang in jeweils eine Richtung einen neuen Tochterstrang. Durch
mehrfache Wiederholungen dieser Reaktion wird ein spezifisch festgelegter DNA-Abschnitt
exponentiell vervielfdltigt, das heiflt amplifiziert. Schon sehr kleine Mengen Ausgangs-DNA
geniligen fiir die erfolgreiche Amplifikation des gewiinschten DNA-Abschnittes, da die

Reaktion hochspezifisch ablduft und eine enorme Vervielféltigung stattfindet.

Zu Beginn des ersten Reaktionszyklus enthilt der Reaktionsansatz folgendes: doppelstringige
Ausgangs-DNA, vier verschiedene Nukleotide als Bausteine der DNA (im Einzelnen:
desoxyAdenintriphosphat,  desoxyGuanintriphosphat,  desoxyCytosintriphosphat ~ und
desoxyThymidintriphosphat) und DNA-Polymerasen, wobei man eine besondere, hitzestabile
DNA-Polymerase verwendet. Diese sind auch nach dem Erhitzen auf hohe Temperaturen, die
zur Denaturierung der DNA erforderlich sind, noch reaktionsfidhig. Solche Polymerasen
stammen aus thermophilen Bakterien, so zum Beispiel die Taq-Polymerase aus thermus
aquaticus. Schlieflich enthélt der Reaktionsansatz noch zwei verschiedene sogenannte Primer.
Das sind zwei kurze Oligonukleotide unterschiedlicher Nukleotidsequenz die der DNA-
Polymerase als Ankniipfungspunkt fiir das nichste passende Nukleotid dienen. Jeder Primer

begrenzt einen zu amplifizierenden DNA-Strang in eine Richtung.

Die Reaktion lduft folgendermaflen ab: Die Temperatur wird zuerst auf +90 °C erhdht, wodurch
die DNA denaturiert und sich in Einzelstringe auftrennt. Im néchsten Schritt wird die
Temperatur auf die sogenannte Annealing-Temperatur (von englisch annealing schmelzen) von
+50-60 °C gesenkt. Jetzt konnen sich die Primer an die komplementiren DNA-Sequenzen
anlagern. In der nun folgenden Elongationsphase wird die Temperatur wieder auf +70 °C
erhoht. Dies ist die optimale Arbeitstemperatur der DNA-Polymerase, bei der sich die
Nukleotide an die Primer anhéngen. Jeder Primer wird immer nur an seinem 3 OH-Ende

verlangert, dem Ankniipfungspunkt fiir das néchste komplementire Desoxyribonukleotid.

Auf diese Art und Weise werden in jedem Zyklus, der ablduft, die vorhandenen spezifischen

DNA-Fragmente verdoppelt.
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RNA-Isolation

Die PCR ist eine sehr sensitive Nachweismethode und daher anfillig fiir Stérungen durch
Verunreinigungen. Aus diesem Grund ist es wichtig, dass die Proben, die untersucht werden,
gut vorbehandelt werden und mdglichst von anderen Inhaltsstoffen gereinigt werden. Zur
Homogenisierung und Phasentrennung wurden den Zellkulturschalen zu diesem Zweck
zundchst 1000 pl Omega RNA-Solv Reagent (OmegaBio-TeK Inc., Norcross, Georgia, USA)
zugegeben und die Zellen wurden in der Folge mittels Cellscaper mechanisch von der Platte
gelost, abgeschabt und mittels Pipette in ein Eppendorf-Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt. Diese
Reaktionsgefidle wurden bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten inkubiert und dann wurde jedem
Reaktionsgefdl 200 pl Chloroform zugegeben und die Mischung mithilfe eines Vortex gut
vermischt. Durch Zugabe des Omega RNA-Solv Reagent kommt es zur Homogenisierung und
Lyse der Proben. Dies bedeutet, dass die RNA strukturell erhalten bleibt, die restlichen Proteine
und Enzyme (so auch RNAsen) jedoch denaturiert werden. Das Hinzugeben von Chloroform
fihrt dann im weiteren Verlauf zu einer weiteren Denaturierung sowie Trennung der
Suspension in eine organische und eine wissrige Phase. Nach einer erneuten Inkubationsphase
von 15 Minuten wurden die Proben fiir 10 Minuten bei 13.000 Umdrehungen/Minute in einer
auf +4 °C gekiihlten Zentrifuge zentrifugiert. Durch die Zentrifugation trennen sich im
Reaktionsgefdll drei Phasen voneinander. Die oberste wiéssrige Phase, in der die RNA enthalten
ist, wurde entnommen, direkt auf Eis gestellt und der Rest wurde in einem halogenhaltigen

Abfall verworfen.

Um die RNA in der Folge zu prézipitieren, wurde der wissrigen Phase jeweils 500 pl
Isopropanol (VWR International, Radnor, Pennsylvania, USA) zugegeben. Und die neu
entstandene Mischung zuerst auf Eis gefdllt und dann fiir 60 Minuten bei 13.000
Umdrehungen/Minute in einer auf +4 °C gekiihlten Zentrifuge zentrifugiert. Der sich
abhebende Isopropanol-Uberstand wurde abgenommen und das zuriickbleibende Pellet mit 1
ml 75% Ethanol-Aqua gemischt. Anschlieend erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 13.000
Umdrehungen/Minute bei +4 °C. Nun wurden alle Fliissigkeitsreste abgesaugt und die Proben

optional an der Luft zum Trocknen kurz stehengelassen.

AnschlieBend wurden 50 pl destilliertes Wasser zu jeder Probe zugegeben und die Proben fiir
5 Minuten bei +60 °C im Thermoschiittler inkubiert. Dadurch 16sen sich die Probenpellets
vollstindig auf und machen somit eine nachfolgende Quantifizierung erst mdglich. Die

folgende Quantifizierung der RNA-Menge erfolgt mittels NanoDrop Software. Je 1 pl der
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Proben wird photometrisch auf den Gehalt an RNA gepriift. Als Referenzwert dient eine
Leermessung mit DEPC-H>0. Zwischen jeder Messung wurde das Gerdt mit einem feinen

Zellstofftuch geeinigt.

Die so ermittelten RNA-Konzentrationen in den Proben wurden dafiir verwendet ein Volumen
von 2 pg RNA in ein neues Reaktionsgefa3 zu liberfiihren und mit destilliertem Wasser auf 10

ul aufzufiillen.

Da es zu Verunreinigungen der RNA mit DNA-Resten kommen kann, schlief3t sich in der Folge
ein Arbeitsschritt an, in dem dieser DNA-Rest abgebaut werden sollte. Hierfiir wurde den
Proben (2 ng/10 ml) jeweils 10 pl eines Mastermix (Tabelle 22) zugegeben. Dieser setzte sich

wie folgt zusammen:

Tabelle 22: Zusammensetzung des Mastermix zum DNAse-Verdau

Substanz Menge
Aqua ad (Braun) — H,O 5,5ul
DNAse I + MgCl, Buffer 2 ul
DNAse I 2 ul
RNAse Inhibitor (aus RT KIT) 0,5 ul

Der RNAse-Inhibitor (VWR International GmbH, Darmstadt Deutschland) dient dabei dazu,
die RNAse am Abbau der RNA, die analysiert werden soll, zu hindern. Die DNAse I (VWR
International GmbH, Darmstadt Deutschland), die zugegeben wird, verdaut die DNA und
reinigt somit die Proben von diesen iiberschiissigen Nukleinsduren. Das zugegebene

Magnesiumchlorid ist ein wichtiger Kofaktor in den Katalysen der Endonukleasen.

Die Mischung aus Proben und Mastermix wurde anschlieend in einen Thermozykler (peqStar
Universal 96, PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deuschland) gegeben, der eine Reihe

von Reaktionsschritten katalysierte, indem die Temperatur moduliert wurde.

Dieser Mix wird in einem Thermocycler (VWR) mit folgendem Programm inkubiert:

Step 1 (Annealing) +25 °C 10 min
Step 2 (Elongation) +37 °C 120 min
Step 3 (Termination) +85 °C 5 min
Storage +4 °C Unendlich
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cDNA-Synthese

Die gereinigten Proben konnten in der Folge weiterverarbeitet werden. Aus reiner RNA sollten
komplementire DNA-Stringe (copy DNA — cDNA) synthetisiert werden. Die hierfiir
benotigten Substrate sind folgende (Tabelle 23):

Tabelle 23: Zusammensetzung der Substrate zur cDNA-Synthese

Substrat Menge
10x RT Puffer 2 ul
25x ANTP Mix 0,8 ul
10x RT Random Primers 2 ul
Multiscribe Reverse Transkriptase 1 ul
RNAse Inhibitor 1 ul
Aqua ad (Braun) — HO 3,2 ul

Aus den Substraten wurde ein neuer Mastermix hergestellt und 10 pl dieses Mastermix wurden
den gereinigten RNA-Proben zugegeben. Erneut im Mastermix enthalten war der RNAse-
Inhibitor (VWR International GmbH, Darmstadt Deutschland), um zu verhindern, dass die
RNA abgebaut wurde. Durch die Reverse Transkriptase wurde die RNA in cDNA
umgeschrieben. Um die Startstelle der Polymerisierung erkennen zu konnen werden sogenannte
Primer benétigt. Zur Synthese der cDNA dienten die Basen Adenin, Cytosin, Guanin und
Thymin, die in dem dNTP-Mix enthalten waren. Der RT-Puffer stellte optimale pH Milieus fiir
die Reverse Transkriptase her. Die Mischung aus Mastermix und Proben wurde erneut in den
Thermozykler gegeben. Durch Erwdrmung und Abkiihlung der Proben nach einem festgelegten

Schema wurde die Katalyse durch die Reverse Transkriptase unterstiitzt und beschleunigt.

Dieser Mix wird in einem Thermocycler (VWR) mit folgendem Programm inkubiert:

Step 1 (Annealing) +25 °C 10 min
Step 2 (Elongation) +37 °C 120 min
Step 3 (Termination) +85 °C 5 min
Storage +4 °C Unendlich

Die cDNA wurde in unseren Versuchen fiir Real-Time PCRs eingesetzt. Aufbewahrt wurde sie
bei -20 °C.
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Im letzten Schritt wird die so synthetisierte cDNA quantitativ analysiert. Hierfiir wurde
zunichst die cDNA-Proben mit 80 pl destilliertem Wasser auf 1:5 verdiinnt. Je 1 pl dieser
Verdiinnung wurde dann zusammen mit 19 pl eines Mastermix (Tabelle 24), der diejenige Gene
expression assay Sonde (Tabelle 25) enthilt, deren Gen untersucht werden soll, auf einer
Mikrotiterplatte aufgetragen. Dieser Mastermix setzte sich aus den folgenden Substraten

zuSsammen:

Tabelle 24: Zusammensetzung des Mastermix zur quantitativen cDNA-Analyse

Substrat Menge
Destilliertes Wasser 14,5 pl
TagMan MasterMix 5ul
Gene expression assay Sonde 0,5 ul

Die Platte wurde, nachdem alle Proben aufgetragen wurden, mit einer Folie versiegelt und
anschlieBend bei 600 Umdrehungen/Minute fiir 5 Minuten zentrifugiert. Die zentrifugierte

Platte wurde dann in das StepOne realtime PCR-System eingespannt und analysiert.

Tabelle 25: Verwendete Gene expression assay Sonden

Gene Sondennummer
GAPDH Hs99999905 m1
IL-6 Hs00174131 ml
TNFa Hs00174128 ml

Quantitative Realtime-PCR mittels spezifischer TagMan-Sonden [67]

Bei der quantitativen Real-Time PCR werden fluoreszenzmarkierte Sonden eingesetzt, mit
deren Hilfe der Nachweis und die Quantifizierung der PCR-Produkte moglich ist. Die
Fluoreszenzen kdnnen dabei mittels spezieller Leuchtdioden (LED) Lampen im rt-PRC-Gerét
nachgewiesen werden. Ahnlich wie bei der traditionellen PCR, werden auch bei der rt-PCR
sequenzspezifische komplementire Sonden verwendet. Die beigefiigte DNA-Polymerase
bindet an die Sonde und ermdglicht die Elongation des DNA-Strangs. Ist die Elongation
beendet, 16st sich die Polymerase, was den Quencher (das Fluoreszenzmolekiil) freisetzt. Ein
Quencher, entspricht also einem Kopiervorgang in einem direkt proportionalen Verhéltnis (und
gleichzeitig hoch sensitiv). Uberschreitet, die so generierte DNA-Menge einen Schwellenwert

(Baseline), kann eine PCR-Exponentialkurve abgeleitet werden. Der Exponentialfunktion
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entsprechend steigt auch die Geschwindigkeit der Vervielfiltigung mit jedem Schritt. Von
besonderer Bedeutung ist hierbei der sogenannte Cycle Threshold Wert (CT-Wert). Dies ist der
Zyklus, an dem die Amplifikation ihr Geschwindigkeitsoptimum erreicht. Hiernach fillt die
Steigung der Kurve wieder ab, da die notwendigen Synthesesubstrate aufgebraucht wurden.
Die jeweilige Genexpression wird dann auf die Expression eines Housekeeping Gens (in

unserem Fall Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) normiert.

Statistische Analyse

Alle normalverteilten Werte sind als Mittelwert+Standardabweichung (SD) angegeben und alle
nicht normalverteilten Werte als Median und Interquartilsabstand (IQR). Der Shapiro-Wilk
Test wurde zur Analyse der Normalverteilung verwendet. Der Student’s t-Test, der unpaare t-
Test, der Mann—Whitney-U Test und eine one way analysis of variance (ANOV A) wurden fiir
Intergruppenvergleiche eingesetzt. Post-hoc multiple Vergleichstests wurden entsprechend der
Bonferronimethode adjustiert. Die statistischen Analysen wurden mittels STATA Version 16.1
(StataCorp, College Station, Texas, USA) und GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, Kalifornien, USA) durchgefiihrt. Ein zweiseitiger p-Wert <0.05 wurde als statistisch
signifikant festgelegt.
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4. ERGEBNISSE

4.1 IN VIvO ERGEBNISSE

Zwischen Januar und Juli 2021 wurden 30 freiwillige Teilnehmer in die Studie eingeschlossen.

Ein Drittel (10/30) waren weiblich, das mediane Alter betrug 25 Jahre (IQR 22-29), das

durchschnittliche Gewicht betrug 72+12 kg. Obwohl die Teilnehmer randomisiert wurden,

hatten Teilnehmer der Placebogruppe niedrigere Serum Natriumkonzentrationen (139+2 vs.
142+2 mmol/L; p<0,01) und héhere Serum Vitamin D-Spiegel (29 ng/ml IQR 18-38 vs. 13
ng/ml IQR 12-20; p<0,01). Tabelle 26 fasst die wesentlichen Charakteristika der Probanden

zuSsammen.

Tabelle 26: Baselinecharakteristika der Studienteilnehmer

Werte sind Mittelwerte (SD), | Gesamtkohorte HCT Placebo
Median (IQR) oder Zahlen (%) n=30 n=20 n=10 p-Wert
Alter, Jahre, Median (IQR) 25(22; 29) 24,5 (22;28,5) | 26,5(21;29) 0,88
Ménner, n (%) 20 (67) 14 (70) 6 (60) 0,69
GrofBe, cm, Mittelwert (SD) 176 (8) 176 (8) 177 (9) 0,94
Gewicht, kg, Mittelwert (SD) 71 (12) 72 (13) 71 (12) 0,77
Korpermassenindex, kg/m?,
Mittelwert (SD) 23 (3) 23 (3) 23 (3) 0,68
Hauttyp Score, Mittelwert (SD) 28 (6) 28 (6) 28 (5) 0,91
Raucher, n (%) 0(0) 0(0) 0(0) 1,00
eGFR, ml/min/1,73 m? Median

118 (105; 126) | 121 (111;127) | 115(99; 118) 0,15
(IQR)
SBP, mmHg, Mittelwert (SD) 134 (12) 133 (12) 135 (12) 0,79
DBP, mmHg, Mittelwert (SD) 80 (8) 79 (7) 81 (9) 0,37
Vitamin D, ng/ml, Median (IQR) 17 (13; 23) 13 (12; 20) 29 (18; 38) <0,01
Natrium, mmol/L, Mittelwert (SD) 140 (2) 141 (2) 139 (2) <0,01
Kalium, mmol/L, Mittelwert (SD) 3,97 (0,22) 4,00 (0,19) 3,91 (0,26) 0,29

(DBP — diastolischer Blutdruck, eGFR — geschitzte glomeruldre Filtrationsrate, IQR —

Interquartilsabstand, SD - Standard Abweichung, SBP - systolischer Blutdruck)
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Anderungen der Lichtempfindlichkeitsschwelle (MED-UVA und MED-UVB)

Die Lichtempfindlichkeitsschwelle im UVA-Bereich (MED-UVA) énderte sich weder in der
HCT-Gruppe noch in der Placebogruppe (Delta zwischen Baseline und Tag 15 in beiden
Gruppen, 0,0 J/cm?; p=0,99). Die Lichtempfindlichkeitsschwelle fiir UVB-Licht (MED-UVB)
dnderte sich nicht in der HCT-Gruppe (Delta zwischen Baseline und Tag 15, 0,0 J/cm?; p=0,86),
und nahm in der Placebogruppe signifikant ab (Delta zwischen Baseline und Tag 15, 0,2 J/cm?;
p=0,04) (Abbildung 6). Der Intergruppenvergleich zeigte keinen statistisch signifikanten
Unterschied (p=0,06).
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Abbildung 6: Vorher-Nachher-Blot der Minimalen Erythem-Dosis im UVB-Bereich

MED-UVB Anderung (J/c

<
S

(D — Tag, HCT — Hydrochlorothiazid, MED — Minimale Erythemdosis, UVB — Ultraviolettes
Licht Typ B)

60



Blutdruckinderungen

Der SBP nahm vom Untersuchungsbeginn verglichen mit Tag 23 signifikant um 5,2+9,2 mmHg
(p=0,02) in der HCT-Gruppe bzw. um 5,4+7,3 mmHg (p=0,05) in der Placebogruppe ab. Der
Intergruppenvergleich zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied (p=0,94) (Abbildung
7). Der DBP nahm um 4,3+6,1 mmHg signifikant in der HCT-Gruppe ab (p=0,05). In der
Placebogruppe hingegen zeigte sich keine Anderung (1,9+6,6 mmHg, p=0,41). Der
Intergruppenvergleich zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied (p=0,34) (Abbildung
7).
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Abbildung 7: Anderungen des Blutdrucks

(DBP — diastolischer Blutdruck, HCT — Hydrochlorothiazid, SBP — systolischer Blutdruck)
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Vitamin D-Spiegel im Serum

In der HCT-Gruppe stieg der Serum Vitamin D-Spiegel um 3,1 ng/ml (IQR 1,3-5,1; p<0,01)
signifikant an. In der Placebogruppe stieg der Serum Vitamin D-Spiegel nicht signifikant um
1,2 ng/ml (IQR -1,8-3,4; p=0,42) an (Abbildung 8). Der Intergruppenvergleich zeigte keinen
statistisch signifikanten Unterschied (p=0,52).
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Abbildung 8: Anderungen der Serum Vitamin D-Spiegel

(HCT — Hydrochlorothiazid)
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Nierenretentionswerte und Blutelektrolyte

Die Serumelektrolyte (Natrium und Kalium) dnderten sich nicht durch die HCT- oder Placebo-
Therapie und es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Anderungen des
Serum-Natrium HCT -0,4 (£1,84) mmol/L, Placebo +0,44 (+1,87) mmol/L; fiir
Intergruppenvergleich p=0,27; Anderungen des Serum-Kalium HCT +0,11 (£0,27) mmol/L,
Placebo -0,11 (£0,26) mmol/L; fiir Intergruppenvergleich p=0,05). Auch die geschitzte
glomerulire Filtrationsrate (eGFR) zeigte keine Anderung in beiden Gruppen (Anderung des
Serum-Kreatinins HCT -0,027 (+0,095) mg/dl, Placebo +0,014 (£0,067) mg/dl; fiir
Intergruppenvergleich p=0,25; Anderung der eGFR HCT -6,07 (£7,69) ml/min/1,73 m?,
Placebo -4,65 (+9,30) ml/min/1,73 m?; fiir Intergruppenvergleich p=0,69) (Abbildung 9).

Adhirenz

Alle Teilnehmer waren adhirent zur Studienmedikation, was mittels toxikologischer Analysen

(via UHPLC-HRMS/MS) von Urin-, Speichel- und Blutproben sichergestellt wurde.
Pyrimidindimere

In beiden Gruppen konnten mittels UHPLC-HRMS/MS keine Pyrimidindimere im Urin

nachgewiesen werden.
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Abbildung 9: Anderungen der Nierenretentionsparameter und Serumelektrolyte

(eGFR — geschitzte glomeruldre Filtrationsrate, HCT — Hydrochlorothiazid)

64



4.2 IN VITRO ERGEBNISSE

Da in den klinischen Experimenten keine Hautreaktionen auf UVA-Licht zu dokumentieren
waren, konzentrierten sich die préklinischen Experimente auf die Interaktionen von HCT mit
UVB-Licht. Zundchst wurde die Sensitivitit der HaCaT Zellen auf UVB-Licht in einem
Pilotexperiment nachgewiesen. Eine einmalige Bestrahlung der Zellen mit 100 J/m? fiihrte 24
Stunden nach der Bestrahlung zu einer vermehrten Expression der inflammatorischen
Markergene Interleukin 6 (IL-6) (relative mRNA-Expression/GAPDH in nichtbehandelten
HaCaT Zellen 1,824+0,6 vs. 7,54+2,1 in Zellen, die mit 100 J/m?> UVB beleuchtet wurden;
p=0,03) und dem Tumor Nekrosis Faktor alpha (TNFa) (relative mRNA-Expression/GAPDH
in nichtbehandelten HaCaT Zellen 1,31+0,4 vs. 4,20+0,7 in Zellen, die mit 100 J/m?> UVB
beleuchtet wurden; p=0,01) (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Relative mRNA-Expression der inflammatorischen Markergene IL-6 und
TNFa

(Ctrl - Kontrollgruppe, Ctrl 100J — Kontrollgruppe mit Bestrahlung, IL 6 - Interleukin 6, TNFou
- Tumor Nekrosis Faktor alpha, J - Joule, GAPDH - Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase)

Im Anschluss wurden 4 Gruppen gebildet, die miteinander verglichen wurden: 1.) HaCaT
Zellen, die mit 1 mmol/L HCT inkubiert und dann mit 100 Joule (J) beleuchtet wurden
(HCT+100J), 2.) HaCaT Zellen, die nur mit 1 mmol/L HCT inkubiert wurden (HCT), 3.)
HaCaT-Zellen, die nur beleuchtet wurden (Crtl + 100J) 4.) HaCaT Zellen, die als Kontrolle
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dienten und nicht behandelt wurden (Ctrl). Zur Analyse der Genexpression wurden zwei

Zeitpunkte gewdhlt, 6 Stunden nach Bestrahlung und 24 Stunden nach Bestrahlung.

Sechs Stunden nach einer UVB- Bestrahlung wurde die Phosphorylierung des Onkoproteins
pS3 (pp53) im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe in Crtl+100J nicht vermehrt
hochreguliert (1,57+0,2 IOD/GAPDH; p=0,59 vs. Ctrl). Die Kombination aus HCT und
Bestrahlung fiihrte jedoch zu einer Hochregulation von pp53 (HCT+100J: 1,8340,32
IOD/GAPDH; p<0,01 vs. HCT). Der Vergleich zwischen HCT+100J und Ctrl+100J zeigte
jedoch keinen additiven Effekt von HCT (p=0,99 vs. Ctrl+100J). Ferner blieb die
Gesamtexpression des nicht-phosphorylierten Onkoproteins p53 in allen Gruppen unverindert
(Ctrl+100J: 1,23+0,44 vs. HCT+100J 1,33+0,47 IOD/GAPDH; p=0,74) (Abbildung 11). Auch
nach 24 Stunden dnderte sich die Expression der Proteine p53 und pp53 nicht signifikant durch
die Kombination aus HCT und Bestrahlungstherapie (Abbildung 12).
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Abbildung 11: Proteinexpression des Onkoprotein p53 und dessen phosphorylierten Zustandes
pp53 nach 6 Stunden

(Ctrl — Kontrollgruppe, Ctrl 100J — Kontrollgruppe mit Bestrahlung, GAPDH -
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, HCT — Hydrochlorothiazid, HCT 100J —
Hydrochlorothiazid und Bestrahlung, IOD — Integrated Optical Density, J — Joule, p53 —
Tumorsuppresorprotein 53, pp53 — phosphoryliertes Tumorsuppresorprotein 53)
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Abbildung 12: Proteinexpression des Onkoproteins p53 und dessen phosphorylierten
Zustandes pp53 nach 24 Stunden

(Ctrl — Kontrollgruppe, Ctrl 100J — Kontrollgruppe mit Bestrahlung, GAPDH -
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, HCT — Hydrochlorothiazid, HCT 100J -
Hydrochlorothiazid und Bestrahlung, IOD — Integrated optical density, J — Joule, p53 —
Tumorsuppresorprotein 53, pp53 — phosphoryliertes Tumorsuppresorprotein 53)
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24 Stunden nach der Bestrahlung blieb die Expression von SOD-1 und Katalase, zwei
Proteinen, die reaktive Sauerstoffspezies reduzieren, durch HCT-Therapie unveridndert (SOD
1: Ctrl+100J: 1,55+0,66 vs. HCT+100J: 1,35+0,52 IOD/GAPDH; p=0,60) (Catalase:
Ctrl+100J: 1,15+0,24 vs. HCT+100J: 1,21+0,47 IOD/GAPDH; p=0,81) (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Proteinexpression der Proteine SOD-1 und Catalase nach 24 Stunden

(Ctrl — Kontrollgruppe, Ctrl 100J — Kontrollgruppe mit Bestrahlung, GAPDH -
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, HCT — Hydrochlorothiazid, HCT 100J —
Hydrochlorothiazid und Bestrahlung, IOD — Integrated optical density, J — Joule, SOD-1 —

Superoxiddismutase 1)
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Die Expression pro-apoptotischer Markerproteine, Bax und Bak, wurde numerisch durch UVB-
Bestrahlung erhoht, wihrend ihre Auspragung durch eine zusétzliche HCT-Behandlung sogar
vermindert wurde (Bax: Ctrl+100J: 1,37+£0,18 vs. HCT+100J: 1,06+0,20 10D/GAPDH;
p=0,03) (Bak: Ctrl+100J: 1,85+0,88 vs. HCT+100J: 1,14+0,29 I0D/GAPDH; p=0,11)
(Abbildung 14).
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Abbildung 14: Proteinexpression der pro-apoptotischen Proteine Bax und Bak

(Bak - Bcl-2 homologous antagonist killer protein, Bax - Bcl-2-associated X protein, Ctrl —
Kontrollgruppe, Ctrl 100J — Kontrollgruppe mit Bestrahlung, GAPDH - Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase, HCT — Hydrochlorothiazid, HCT 100J — Hydrochlorothiazid und
Bestrahlung, IOD — Integrated optical density, J — Joule)
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5. DISKUSSION

Dies war eine zweigeteilte, translationale Arbeit. Im ersten Teil, einer randomisierten, Placebo-
kontrollierten, doppelblinden Studie konnte gezeigt werden, dass eine Kurzzeitherapie mit einer
kumulativen Dosis von 375 mg HCT iiber einen Zeitraum von 15 Tagen keine Anderungen der
Lichtempfindlichkeitsschwelle fir UVA- und UVB-Licht in 20 gesunden Probanden
hervorrief. In dieser HCT Therapiedauer und -dosis zeigten sich keine Hinweise auf
fotosensibilisierende Eigenschaften. Ferner konnten keine Pyrimidindimere im Urin der
Probanden  nachgewiesen = werden. Pyrimidindimere sind  Abbauprodukte  der
Nukleotidexzisionsreparatur und konnten somit als Surrogatparameter fiir die Entstehung von
UV-induzierten DNA-Schiden in der Haut dienen. HCT war in dieser Analyse nicht mit der

Bildung von Pyrimidindimeren assoziiert.

Diese Ergebnisse werden von den in vitro Experimenten im zweiten Teil dieser Arbeit gestiitzt.
Eine Bestrahlung von unbehandelten HaCaT Zellen fiihrte zur vermehrten Expression von
inflammatorischen Markergenen (IL-6 und TNFa). Wurden HaCaT Zellen vor der Bestrahlung
mit HCT behandelt konnten allerdings keine vermehrte Expression von Onkoproteinen (wie
p53 und pp53) oder Proteinen, die an der antioxidativen Kapazitét der Zelle beteiligt sind und
die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) reduzieren (SOD-1, Catalase),
nachgewiesen werden. Die Kombination von HCT mit einer hochenergetischen UVB-

Bestrahlung potenzierte nicht die schidlichen Folgen der alleinigen Bestrahlung.

Seit der Markteinfiihrung von HCT vor iiber 60 Jahren steht die Substanz im Verdacht
fotosensibilisierend und fototoxisch zu sein [2]. Es wird vermutet, dass Thiaziddiuretika und
Thiazid-dhnliche Diuretika infolge ihrer chemischen Struktur mit Sulfonamidgruppen und
halogenierten aromatisierten Kohlenwasserstoffen Photonen absorbieren konnen und an die
umliegenden Gewebe abgeben kdnnen, was dann zu strukturellen Schiden im Gewebe fiithren
kann [56]. Ferner zeigen pharmakoepidemiologische Studien, dass HCT insbesondere in
europdischen Populationen mit einer erhohten Inzidenz an Hautkrebs assoziiert ist
[1,24,26,31,41,53,59,61,62,64,77,87,88,93-95]. In diesen Studien wurde besonders auf die
scheinbare Dosisabhéingigkeit hingewiesen, denn vor allem langjdhrige Einnahmen von
>25.000-50.000 mg waren mit einer erhohten Auftretenswahrscheinlichkeit von Hautkrebs
verbunden [71]. Dies fiihrte dazu, dass die EMA zusammen mit nationalen Behorden, wie dem
BfArM, eine offizielle Warnung verdffentlichte, in der auf die potenziellen kanzerogenen
Einfliisse von HCT hingewiesen wurde. Ausschlaggebend fiir die Veroffentlichung des Rote-
Hand-Briefes waren insbesondere zwei Fall-Kontroll-Studien aus Danemark: Pedersen et al.

veroffentlichten Daten, die HCT mit einer adjustierten Risikoerh6hung von 1,29 (95%
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Konfidenzintervall: 1,23-1,35) fiir Basalzellkarzinome bzw. von 3,98 (95% Konfidenzintervall:
3,68-4,31) fiir spinozelluldre Karzinome assoziierten [88]. Zum anderen wurde eine Studie von
Pottegard et al. veroffentlicht, die ein 2,1-fach erhohtes Risiko fiir das Auftreten von
Lippenkarzinomen (95% Konfidenzintervall: 1,7-2,6) mit einer langjdhrigen HCT-Therapie
assoziierten. Besonders hervorzuheben an dieser Studie ist die Dosis-Wirkungs-Beziehung,
denn hohere kumulative Dosen von HCT gingen mit einem hoheren Risiko fiir das Auftreten
von Lippenkrebs einher (>25.000 mg: OR 3,9; 95% Konfidenzintervall: 3,0-4,9; >100.000 mg:
OR 7,7; 95% Konfidenzintervall: 5,7-10,5) [93]. In dem Rote-Hand-Brief wird darauf
hingewiesen, dass der Einsatz von HCT besonders in Risikogruppen fiir die Entstehung von
Hautkrebs, oder in Patienten mit vorbestehendem Hautkrebs ,,sorgféltig abzuwégen ist“. Ferner
wird empfohlen, dass Patienten, die eine Therapie mit HCT erhalten iiber das Risiko in
Kenntnis gesetzt werden sollen und Patienten sollte geraten werden, die Haut auf verdichtige
Verdnderungen zu untersuchen und gegebenenfalls verddchtige Verdnderungen zu biopsieren.
Auch zu einem Schutz vor starker Sonnenexposition wird geraten. Nach der Verdffentlichung
dieses Rote-Hand-Briefes am 17.10.2018 ging die Anzahl an Verschreibungen von HCT
zuriick, ohne dass es ecinen ausreichenden Ersatz durch andere, &hnlich wirksame
antihypertensive Substanzen gegeben hat. Dies hat mutmaBlich in 840.000 Patienten allein in
Deutschland zu einer Verschlechterung der Blutdruckkontrolle gefiihrt [71,96]. Es ist zu
beachten, dass pharmakoepidemiologische Studien ein geeignetes Werkzeug darstellen, um
Pharmakovigilanz zu beurteilen, sie sich jedoch nicht dazu eignen, Kausalititen abzuleiten und
anfillig sind fiir Storungen wie beispielsweise Konfounding. Assoziationen von HCT mit
erhohten Hautkrebsrisiken beschrinken sich auf Fall-Kontroll-Studien. Und auch diese Fall-
Kontroll-Studien sind nicht einheitlich. Eine Studie aus Taiwan konnte kein gesteigertes
Hautkrebsrisiko bei Patienten nachweisen, die lange Zeit (kumulative Dosis >50.000 mg) mit
HCT behandelt wurden [95]. Zu einem dhnlichen Ergebnis kommt eine Studie aus den USA,
die Daten von >4.4 Millionen Patienten auswertete. Es wurden das Hautkrebsrisiko von
Patienten, die neu mit einer arteriellen Hypertonie diagnostiziert wurden und entweder einen
ACE Hemmer oder HCT erhielten untersucht. Die Analyse kam auch nach Adjustierung fiir
bestimmte Faktoren, wie die z. B. Ethnizitét, Versicherungsstatus und Komorbidititen zu dem
Ergebnis, dass sich das Krebsrisiko zwischen den beiden Gruppen nicht wesentlich unterschied
[9]. Eine Meta-Analyse von randomisierten, kontrollierten Studien konnte ebenso keine erhohte
Hautkrebsinzidenz oder sonstige gesteigerte Krebsrisiken in Patienten, die HCT zur
Blutdrucktherapie einnahmen, feststellen [19]. Eine rezent publizierte Studie aus Japan, die bei

dlteren Patienten (>60 Jahre) mit arterieller Hypertonie unter HCT Behandlung das Auftreten
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von Hautkrebs untersuchte, konnte festgestellen, dass eine HCT-Therapie bei Patienten mit
dunklerem Hauttyp mit einem erhohten Risiko fiir das Auftreten von spinozelluldren
Karzinomen assoziiert war (Risikosteigerung 1,58; 95% KI: 1,04-2,40) [43]. Diese moderate
Risikoerhohung konnte auch eine kiirzliche propensity-score gematchte Studie aus
Deutschland nachweisen. Hier wurden 122.554 Patienten 1:1 gematcht und es wurden
Patienten, die HCT einnahmen verglichen mit Patienten, die nicht-HCT Diuretika einnahmen.
Uber den Beobachtungszeitraum von 8 Jahren kam es zu einer leicht erhdhten Inzidenz an
Hautkrebsfillen bei Patienten, die HCT einnahmen (Inzidenz Rate Ratio 1,15; 95%
Konfidenzintervall: 1,06-1,24). Interessanterweise war das Risiko fiir Krebs im allgemeinen bei
Patienten, die mit HCT behandelt wurden, niedriger (Inzidenz Rate Ratio 0,84; 95%
Konfidenzintervall: 0,82-0,87) [38].

Die kleine Auswahl dieser retrospektiven Studien zeigt, dass es weiterhin eine Vielzahl offener
Fragen gibt im Hinblick auf die Assoziation zwischen HCT-Therapie und der
Auftretenswahrscheinlichekit fiir Hautkrebs [50]. Insgesamt existiert widerspriichliche
Evidenz, sowohl in vivo als auch in vitro iiber die potenzielle fotosensibilisierende und
fototoxische Wirkung von HCT. Chemisch betrachtet, erscheint HCT als potenzieller
Photonenabsorber [56]. Es wird postuliert, dass in der Haut diese Energie dann an die
umliegenden Gewebe abgegeben wird, was zur Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies,
chronischen Entziindungsprozessen und DNA-Schiden fiihren konnte [56,75,76]. Langfristig
betrachtet kann dies die Entstehung prikanzeroser Lasionen [58,108,109] und die
Krebsentstehung fordern [13]. Auch die Arzneimittelkommission der Deutschen Arzteschaft
und diverse Fachgesellschaften haben zu dem oben genannten Rote-Hand-Brief Stellung
bezogen. So heiBt in der Stellung der Arzneimittelkommission der Deutschen Arzteschaft, dass
eine generelle Therapieumstellung aller HCT behandelten Patienten nicht erforderlich ist und
stattdessen in jeden Fall individuell gepriift werden sollte [3]. Bei HCT Anwendung sollten
regelmiBige Hautinspektionen und UV-Sonnenschutz empfohlen werden. Ferner wird explizit
darauf hingewiesen, dass weitere Studien zum Krebsrisiko von Antihypertensiva notwendig

sind.

Zusitzlich dazu haben klinische Studien gezeigt, dass UV-Exposition zur vermehrten
Entstehung von Pyrimidindimeren fiihrt [81,91]. Pyrimidindimere sind Abbauprodukte der
DNA-Nukleotidexzisionsreparatur und entstehen vermehrt infolge von UV-induzierten DNA-
Schéiden [55,78]. Damit stellen sie einen potenziellen Surrogatparameter flir kanzerdse

Mechanismen, vor allem in der Haut, dar. In klinischen Studien an Patienten die eine
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Fotochemotherapie erhalten haben, wurde gezeigt, dass das Krebsrisiko fiir maligne Melanome
und nicht-melanotische Hautkrebsarten gleichermaflen zunimmt [106,107]. Diese Studien sind
als proof-of-concept fiir die Zusammenhinge aus Fotosensibilisierung bzw. Fototoxizitit und
Hautkrebsentstehung anzusehen. Jedoch muss beachtet werden, dass Fototoxizitdt nicht
zwangsldufig zur Hautkrebsentstehung fiihrt. Fototoxizitit kann auftreten, ohne kanzerogene
Effekte zu verursachen und Hautkrebs kann auch ohne den Einfluss fototoxischer Mechanismen

entstehen.

Fototoxizitit ist ein vorwiegend UV A-Licht vermittelter Mechanismus [10]. In unserer Studie
war HCT (375 mg fiir 15 Tage) nicht mit einer erhohten Sensibilitét fiir UVA-Licht assoziiert
und es konnten keine fototoxischen Reaktionen festgestellt werden. UVB-Licht ist dagegen
eine energiereichere Lichtform, die zu direkten DNA-Schiden fiihren kann [25,55,97]. Eine
erhohte Sensibilitit gegeniiber UVB-Licht konnte daher zu einem erhohten Krebsrisiko,
vermittelt {iber Mutationen, fiihren. Teilnehmer unserer Studie, die HCT einnahmen, zeigten
keine Anderungen ihrer Lichtempfindlichkeit im UVB-Spektrum und ebenso keine Produktion
von Pyrimidindimeren als Folge einer Ganzkdrperbestrahlung mit UVA- und UVB-Licht.

Dies sind neue Erkenntnisse, denn klinische Studien zum Einfluss von HCT auf die dermale
Fotosensibilitét sind bisher nicht durchgefiihrt worden. In zwei préiklinischen Arbeiten wurde
der Einfluss einer Kombination aus UVB-Bestrahlung und HCT auf die Entstehung von nicht-
melanotischem Hautkrebs untersucht [58,63]. In diesen Studien blieb die Zeit bis zur
Hautkrebsentstehung in den respektiven HCT-Gruppen unverdndert verglichen mit den

Kontrollgruppen. Dies zeigte sich auch unabhingig der verwendeten HCT Dosis [63].

Unsere Ergebnisse lassen schlieBen, dass die kumulative Dosis von 375 mg HCT {iber einen
Zeitraum von 15 Tagen in gesunden Probanden nicht mit einer gesteigerten Fotosensibilitdt fiir
UVA-Licht und UVB-Licht assoziiert war. Dariiber hinaus kam es nicht zu kanzerogenen
Reaktionen, denn es waren keine akuten DNA-Schédden, ermittelt mittels Bestimmung von
Pyrimidindimeren, nachweisbar. In dieser Hinsicht ist kritisch anzumerken, dass nur reparierte
Pyrimidindimere ausgeschieden werden. Theoretisch ist es moglich, dass kutane DNA-Schéden
entstehen, aber nicht durch die Nukleotidexzisionsreparatur entfernt werden. Da unsere
Probanden gesunde Freiwillige waren und keine Vorgschichte einer dermatologischen
Erkrankung hatten, ist allerdings nicht davon auszugehen, dass Schidden der
Nukleotidexzisionsreparatur vorlagen. Ebenso ist es moglich, dass die potenzielle HCT-

vermittelte gesteigerte Krebsinzidenz durch immunulogische Mechanismen vermittelt wird.
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Unsere klinische Studie war jedoch nicht darauf ausgerichtet, mogliche immunologische

Effekte einer HCT-Therapie zu evaluieren.

In der Literatur finden sich Fallschilderungen, die fototoxische Reaktionen von HCT
beschreiben [2]. In diesem Zusammenhang ist es wichtig zu erwéhnen, dass theoretisch jedes
Medikament bei individueller Priadisposition zu einer kutanen Nebenwirkung im Sinne einer
Fotoallergie fiihren kann und diese Fotoallergie sich klinisch dhnlich wie eine fototoxische
Reaktion préisentieren kann [37]. Es ist daher moglich, dass fototoxische Reaktionen auf HCT
keinen Klasseneffekt darstellen, sondern individuelle allergische Reaktionen sein konnten.
Diese Hypothese wird durch unsere Ergebnisse gestiitzt, in der 20 gesunde Freiwillige keine

Hautreaktionen nach HCT-Einnahme zeigten.

Zwei in vitro arbeiten legen den Verdacht nahe, HCT konne fototoxische Reaktionen
hervorrufen. Zum einen wiesen Wulf et al. nach, dass die Kombination aus UVA-Licht und
HCT zu einer geringeren Zellproliferation von HaCaT Zellen fiihrte [104]. Diese Effekte waren
proportional zur verwendeten HCT-Dosis [104]. Zum anderen konnte in albino haarlosen
Maiusen mit einem XPa Knockout (ein Gen, das fiir die Nukleotidexzisonsreparatur kodiert)
nachgewiesen werden, dass die Kombination aus UVA-Licht und HCT zu einer erh6hten
Bildung von Pyrimidindimeren fiihrte [57]. Allerdings zeigte eine weitere Studie in albino
haarlosen XPa Knockout Mausen, dass die Kombination von UVB-Licht und HCT nicht zu
einer erhohten Krebsinzidenz fiihrte [58]. Unsere in vitro Daten stimmen mit diesen zuletzt
erwdhnten Resultaten iiberein. Die Kombination aus UVB-Licht und HCT fiihrte in den von
uns beobachteten HaCaT Keratinozyten nicht zu einer vermehrten Bildung von
proapoptotischen Proteinen, Onkoproteinen oder Proteinen, die reaktive Sauerstoffspezies

reduzieren.

Humane Keratinozyten reagieren mit einer inflammatorischen Reaktion auf eine Bestrahlung
deren Intensitét iiber der jeweiligen MED liegt. Klinisch manifestieren sich diese Effekte als
Sonnenbrand mit Hyperalgesie, Rétung und Uberwéirmung der Haut [72]. Aus diesem Grund
wurden in einem ersten Schritt die Expression von inflammatorischen Markerproteinen IL-6
und TNFa analysiert. Eine Bestrahlung fiihrte zur verstarkten Expression dieser Markergene.
Eine zusitzliche Behandlung mit HCT fiihrte aber nicht zu einer Potenzierung dieser Effekte.
HCT hatte in unseren Experimenten also keinen Einfluss auf Entziindungsprozesse nach

Bestrahlung.
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Neben inflammatorischen Reaktionen sind Mechanismen der Zellzyklusregulation wichtige
Treiber von Mutationen und damit der Krebsentstehung [15]. Aus diesem Grund wurden die
bekannten Onkoproteine p53 und dessen phosphorylierter (=aktivierter) Zustand pp53
analysiert. Denn die Phosphorylierung des p53 ist ein moglicher Indikator fiir kanzerogene
Prozesse und DNA-Schédden [116,121]. Sechs Stunden nach Bestrahlung der HaCaT Zellen
kam es zu einer vermehrten Phosphorylierung des Onkoproteins p53, was die potenziellen
kanzerogenen Effekte der Bestrahlung zeigte [11,97,109]. Eine vorherige Behandlung mit HCT
filhrte weder zu einer zusitzlichen gesteigerten Expression noch zu einer gesteigerten
Phosphorylierung dieses Onkoproteins. In unseren Experimenten lie sich keine vermehrte
Phosphorylierung von p53 durch die Kombination aus UVB und HCT nachweisen. Auch dies

spricht gegen potenzielle kanzerogene Mechanismen als Folge einer HCT-Therapie.

Neben Inflammation und Zellzyklusregulation wurde auch die Entstehung von ROS und damit
assoziierte oder unabhingig davon auftretende Apoptosewege untersucht. ROS entstehen als
Folge von Radikalbildungen durch Energieiibertragung der UV-Energie auf das Gewebe [4].
SOD-1 und Katalase, zwei Enzyme, die ROS reduzieren, wurden durch eine Bestrahlung
hochreguliert. Eine HCT-Behandlung und nachfolgende Bestrahlung fiihrte aber nicht zu einer
gesteigerten Expression. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass es nicht zu einer erhohten
Radikalbildung durch die Kombination aus HCT und Bestrahlung gekommen ist. Auch iiber
diese Stoffwechselprozesse sind keine zusétzlichen potenziellen Schidigungen an den Zellen
entstanden. Selwaag et al. konnten in Experimenten allerdings zeigen, dass es im Zuge einer
HCT-Therapie und nachfolgenden UVA-Bestrahlung zur vermehrten Entstehung von ROS
gekommen ist, die mittels antioxidativer Substanzen wiederum reduziert werden konnten [104].
Diesbeziiglich ist zu erwdhnen, dass unterschiedliche Bestrahlungsarten verwandt wurden. So
testeten Selwaag et al. UVA-Licht und in unseren Experimenten wurde UVB-Licht
herangezogen. Eine weitere priklinische Arbeit konnte ebenfalls potenzielle kanzerogene
Einfliisse von HCT in Kombination mit einer UV A-Bestrahlung nachweisen. Bigagli et al.
beleuchteten HaCaT Zellen mit 10 J/cm? UVA iiber 40 Minuten zweimal pro Woche {iber einen
Zeitraum von neun Wochen. Zusitzlich wurden die Zellen mit HCT in unterschiedlichen Dosen
behandelt. Diese Langzeit-Bestrahlung fiihrte bei gleichzeitiger HCT-Behandlung (70 ng/ml
entspricht in etwa Plasma-Spiegel einer HCT-Therapie von 12,5 mg/Tag) zur Hochregulation
von Proteinen des Wnt-Signalweges und von Prostaglandin E2, also inflammatorischen
Proteinen. Beides beglinstigt die Entstehung von nicht-melanotischen Hautkrebsarten.
Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass diese Therapie zu genotoxischen Schdden und zur

Apoptoseresistenz fiihrte [7,8]. Diese priklinische Studie ist einzigartig dahingehend, dass
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Langzeit-Bestrahlungseffekte (40 Minuten) und viele kumulative Bestrahlungen {iber mehrere

Wochen (18 Bestrahlungen in neun Wochen) getestet werden.

In unseren Experimenten kam es durch die Kombination aus HCT und UVB-Bestrahlung nicht
zu einer Hochregulierung von Proteinen, die die Apoptose beeinflussen. Bax ist ein Protein das
als Reaktion von Zellschiddigungsmechanismen durch p53 und pp53 aktiviert wird, die
Apoptoseeinleitung unterbindet und somit die Krebsentstehung fordert [117]. Bax und Bak
wurden nicht durch eine HCT- und Bestrahlungstherapie hochreguliert, was in Einklang mit
der fehlenden Anderung des p53 und pp53 zu sehen ist. Die anfallenden
Schadigungsmechanismen haben also nicht zur Terminierung des vorzeitigen,
selbstprogrammierten Zelltodes gefiihrt. Ebenfalls in Einklang mit unserern Ergebnissen ist
eine tierexperimentelle Studie, in der haarlduse Mause mit HCT behandelt und dann mit UVB-
Licht beleuchtet wurden. Die Autoren bildeten drei Gruppen mit je 25 Maiusen: Eine
Kontrollgruppe, eine Gruppe mit einer mittleren HCT-Dosis (Aquivalenzdosis im Menschen
50 mg/Tag) und eine Gruppe mit einer hohen HCT-Dosis (Aquivalenzdosis im Menschen 100
mg/Tag). Die Zeit bis zur Entstehung des ersten, zweiten und dritten Hauttumors wurden in der
Folge betrachtet. Alle entstanden Tumoren wurden als spinozelluldre Karzinome klassifiziert.
Es gab keine signifikanten Unterschiede in der Zeit bis zur Entstehung der Tumoren. Also
konnten auch hier keine verstirkenden Effekte der HCT-Therapie beobachtet werden [63]. Dies

entspricht unseren in vivo und in vitro Ergebnissen.

Zusammenfassend lieBen sich keine fotosensibilisierenden, fototoxischen oder kanzerogenen
Effekte von HCT in vitro und in vivo nachweisen. Ob dies durch den Gesundheitsstatus und das
Alter der Probanden, die relativ geringe Dosis an HCT, die niedrige Dosis an kontrollierter
Bestrahlung und der kurzen Beobachtungszeit liegt, muss weiter untersucht werden [50]. Die
Empfehlungen des Rote-Hand-Briefes zum Hautkrebsrisiko von HCT und die Totalitdt der
Evidenz sollte auf Grundlage der vorliegenden Studien nicht missachtet werden. Patienten
sollten zum Sonnenschutz aufgefordert, zu regelméfigen Hautinspektionen angeleitet und
Risikopatienten identifiziert werden und gegebenfalls auf ein anderes diuretisches

Antihypertensivum eingestellt werden.
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Stirken und Limitationen

Die Stirken unserer Studie liegen im Placebo kontrollierten, doppelt-verblindeten und
randomisierten Design und der standardisierten Anwendung der verwendeten UVA- und UVB-
Bestrahlung. Als Limitation sollte diskutiert werden, dass gesunde Probanden untersucht
wurden. Eine mogliche Vermittlung kanzerogener Effekte durch zugrundeliegende
Erkrankungen wie beispielsweise eine arterielle Hypertonie konnte dadurch unterschétzt
worden sein. Denn arterielle Hypertonie ist mit verschiedenen Krebserkrankungen assoziiert
[40]. Zudem wurden in unserer Studie junge Probanden getestet. Hautzellseneszenz und andere
Alterungsprozesse wie eine Abnahme der Immunfunktion und Anderungen des Stoffwechsels
beeinflussen nachgewiesenermalen die Krebsentstehung [14]. Zudem wiesen alle untersuchten
Teilnehmer eine gute Nieren- und Leberfunktion auf. Daher ist nicht davon auszugehen, dass
es zu Metabolisierungsproblemen von HCT in unseren Probanden gekommen ist. Eine
eingeschrinkte Metabolisierung konnte in élteren und krdnkeren Patienten hingegen zur
Kumulation und folglich zu gesteigerten Nebenwirkungen von HCT fiihren. Es sollte auch
berticksichtigt werden, dass bei dlteren Patienten héufig eine Polypharmazie besteht, sodass
sich die isolierten fotosensibilisierenden oder fototoxischen Effekte von HCT nicht gezielt

untersuchen lassen wiirden.

Eine Fallzahlplanung war im Vorfeld infolge unzureichend detaillierter Informationen iiber das
fotosensibilisierende Potenzial von HCT nicht moglich, weshalb das Feasability Prinzip
zugrunde gelegt wurde und die Populationsgrofle entsprechend auf n=30 festgelegt wurde [12].
Ebenfalls sollte beriicksichtigt werden, dass die Dauer der Einnahme der Studienmedikation
bei 15 Tagen lag. Dies hatte vor allem ethische Griinde, da keine klinische Indikation fiir die
Behandlung mit HCT bestand. Allerdings ist davon auszugehen, dass bereits nach einer
einwdchigen Medikamenteneinnahme einer fotosensibilisierenden Substanz eine Anderung der
MED, insbesondere im UVA-Bereich zu erwarten wire. Die Patienten aus den
pharmakoepidemiologischen Studien, die HCT mit Hautkrebs in Verbindung brachten, nahmen
teilweise >25.000 mg kumulativ ein, was die Fliache unter der Kurve entsprechend

vervielfdltigt, prospektiv jedoch nicht zu untersuchen ist.

Eine weitere Limitation ergibt sich aus der Tatsache, dass neben dem artifiziellen Licht, dem
unsere Probanden ausgesetzt waren, auch natiirliches Licht, die Ergebnisse beeinflusst hat.
Zwar wurden die Probanden angewiesen, Sonnenbdder zu vermeiden, jedoch konnte fiir
dennoch auftretende interindividuelle Schwankungen in der Exposition gegen natiirliches Licht

nicht kontrolliert werden. Dieser Faktor galt aber ebenso fiir die Kontroll-, wie fiir HCT-Gruppe
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und dirfte aus diesem Grund nicht zu sehr ins Gewicht fallen. Ferner wurde der Riicken der

Probanden fiir die MED-Bestimmung gewéhlt, der in der Regel wenig sonnenexponiert ist.
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Fazit

In der vorliegenden Studie war eine Therapie mit einer kumulativen Dosis von 375 mg HCT
iiber 15 Tage nicht mit fotosensibilisierenden oder fototoxischen Effekten in gesunden
Probanden assoziiert. Ferner wurden keine Marker der Apoptose, von reaktiven
Sauerstoffspezies oder der Krebsentstehung in humanen Keratinozyten beobachtet, die mit
HCT und UVB-Licht behandelt wurden. HCT war in dieser Studie an gesunden Probanden
nicht mit akuten kutanen Sicherheitsbedenken assoziiert. Infolge der Limitationen unserer
Studie sind zukiinftig weitere randomisierte und mechanistische Studien, insbesondere in
hypertensiven Patienten mit einhergehender Polypharmazie dringend notwendig, um

vorhandene Evidenzliicken zu schlieBen.
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