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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Es steht aul3er Zweifel, dass UV-Strahlung fur diets€hung von malignen
Hauttumoren wie dem Basalzellkarzinom, Plattenegitirzinom und malignen
Melanom verantwortlich ist. Die Inzidenz dieser Kapme nimmt in den letzten
Jahren zu, was zumindest zum Teil auf eine erhdkt&xposition zurickgefuhrt wird.
Unter den zahlreichen nachgewiesenen UV-induzierfaillschdden nimmt das
Cyclobutanpyrimidindimer (CPD) eine besondere Rala, da es bei fehlerhafter
Reparatur zu spezifischen Mutationen kommen kaenindHauttumoren nachgewiesen
wurden. Wahrend die Induktion von CPDs durch UVBaBiung seit langem bekannt
ist, konnte deren Genese durch UVA-Strahlung eistlich nachgewiesen werden.
Lange Zeit wurde UVA-Strahlung als weitgehend hasnkingestuft. In jlingeren
Studien mehren sich allerdings die Hinweise fleeaieutliche Beteiligung von UVA-
Strahlung an der Karzinogenese. Eine fundamentalbe Rcommt der zellularen
Reparaturkapazitat zu, da nicht oder fehlerhafanepte Defekte zu Mutationen fiihren
konnen.

In der vorliegenden Arbeit soll zunachst die Efiekét der Induktion von CPDs durch
unterschiedliche UV-Strahlenqualitaten (UVA, UVRjlares UV) untersucht werden.
In weiterfihrenden Versuchen sollen CPD-Reparatetkien nach Bestrahlung mit
UVA, UVB und solarem UV aufgenommen werden, um zuiifgn, ob durch
verschiedene UV-Strahlenqualitéaten induzierte CRbBierschiedlich schnell repariert
werden, um daraus Ruckschlisse auf die beteiligReparaturprozesse ziehen zu
konnen. Schlie3lich soll ein mdglicher Einfluss exinJVA-Vorbestrahlung auf die
Reparatur von CPDs, die in einer nachfolgendenr8sing mit UVB oder solarem
UV induziert wurden, untersucht werden.

Neue Erkenntnisse, insbesondere in Bezug auf digwj von UVA-Strahlung, die z.
B. in Solarien Uberwiegend eingesetzt wird, sollem einer Weiterentwicklung
bestehender Empfehlungen an die Bevolkerung zum ddmgmit solarer und
kinstlicher UV-Strahlung beitragen.
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2 Einleitung

2.1 Physikalische Grundlagen

2.1.1 UV-Strahlung

UV-Strahlung ist Teil des elektromagnetischen Speks der von der Sonne
emittierten Strahlung und wird entsprechend ihrall@wlange in UVA- (315-400nm),
UVB- (280-315nm) und UVC- (100-280nm) Strahlung eutdilt. Unter 100nm

Wellenlange spricht man von ionisierender Strahluadg 400nm beginnt der Bereich

des sichtbaren Lichtes, der bis ca. 700 nm reicht.
2.1.2 Naturliche UV-Strahlung auf der Erde

Der Anteil der solaren UV-Strahlung an der Erdoldetfe und somit fir den Menschen
biologisch aktive Teil hangt von zahlreichen Fa&toab.

UVC-Strahlung wird nahezu vollstandig und UVB-Sttaty zu Gber 90% von der
Erdatmosphére absorbiert. Von der emittierten UMAsl8ung erreichen ca. 95% die
Erdoberflache (Frederick et al., 1989). Es ergilwh sauf der Erde eine grof3e
Variabilitdt der Strahlungsintensitat, mit einerni®evon Einflussgréf3en. Die wichtigste
Variable stellt die Sonnenhdhe dar. Bei zunehmeBdenenhéhe nimmt die spektrale
Bestrahlungsstarke stark zu (Ilgbal, 1986). Es engebich daraus tageszeitliche,
jahreszeitliche und geographische SchwankungenZimahme der Bestrahlungsstérke
ist dabei wellenlangenabhéngig unterschiedlictkiteer die Wellenlange, desto groRer
die Zunahme der Bestrahlungsstarke (Stick und @jell®98). Ca. 60% der UV-
Tagesdosis konnen durch meiden der Sonnenstrabdungchen elf und 15 Uhr
vermieden werden. (Igbal, 1986).

Eine weitere wichtige Einflussgréf3e ist das Qzdas einen Teil der solaren UV-
Strahlung absorbiert. Fir die Absorption ist vderal die Menge des Ozons in einer
vertikalen Luftsdule entscheidend. Das stratospbldei Ozon Dbesitzt eine
charakteristische, jahreszeitliche und breitenabigén Verteilung. Zum Aquator hin
nimmt das Gesamtozon ab. Im Frihjahr liegt eineer®tDzonkonzentration als im
Sommer vor, so dass dann mit einer vergleichswergedrigeren UV-
Bestrahlungsstarke zu rechnen ist (Harris et 8P41Seckmeyer et al., 1995). Aus der

Ozonverteilung ergeben sich somit erhebliche ggbgsahe Unterschiede bezlglich
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der auftreffenden UV-Strahlung. Die Gesamtozonkatra¢éion in der Atmosphére hat
in den vergangenen Jahrzehnten um ca. drei Predg@nommen. Betroffen ist vor
allem die sudliche Halbkugel, insbesondere die éiita Dafur verantwortlich gemacht
werden freigesetzte Fluorkohlenwasserstoffe (Chipgé et al., 2003). Dies bedingt
einen Anstieg der UV-Strahlungsintensitat vor alleuh der stidlichen Hemisphare.
Wolkenschwachen die Bestrahlung in der Regel ab, allgsdkann es durch Reflexion
auch zur Zunahme der Bestrahlung kommen (Bais,e1393).

Bei Aerosolen handelt es sich um feinste Schwedbbt oder Flissigkeit in der Luft.
Sie sind in der Lage die Bestrahlungsstarke voenallbei direkter Strahlung zu
reduzieren. Die Reduktion liegt in Modellrechnungewischen fiinf und 18%
(Seckmeyer et al., 1993; Madronich et al., 1998¢ Reflexion von UV-Strahlung an
Oberflachen wird als Albedbezeichnet und ist meistens geriBgi schneebedeckten
Oberflachen kann sich die auf einen Menschen éemdé Dosis jedoch um ein
vielfaches erhdhen (Blumthaler und Ambach, 198&ictAmehrere Kilometer entfernte
Schneeflachen kénnen die UV-Strahlung relevantr(filogf Prozent) erhohen (Kerr et
al., 2003). Eine weitere EinflussgroRe stellt dighel iber dem Meeresspiegel dar. Die
Zunahme zeigt eine grof3e Variabilitat um 10 bis 4p% 1000 Hohenmeter in
Abhangigkeit von Bewolkung und tropospharischer i@amzentration (Seckmeyer er
al., 1997). Fur erythemwirksame UV-Strahlung kamee&unahme von funf bis zehn
Prozent pro Kilometer Hohe angenommen werden (Mazi€e 2001).

Aufgrund der zahlreichen Einflussfaktoren ist eirgenaue Vorhersage der
Bestrahlungsintensitat nicht madglich. In Deutschlamerden vom Bundesamt fir
Strahlenschutz (BfS), Umweltbundesamt (UBA) und dBmutschen Wetterdienst
(DWD) tagliche Messungen an verschiedenen Orten chdefihrt. Unter
Berucksichtigung der Wellenlange und der erwartdtietogischen Wirksamkeit, z.B.
der Hautrotung wird ein vereinfachter Index (UV-4xg zur Information der
Bevolkerung, entsprechend internationalen StandavidO 1994) herausgegeben.

Die individuelle Dosis ist maRRgeblich vom Expogiverhalten abhangig. Besonders
exponiert sind Personen die im Freien arbeiten. efdd8n unterscheidet sich das
Freizeitverhalten der Menschen erheblich, so dass Istrachtliche interindividuelle
Differenzen der Strahlendosis ergeben kénnen (Enied al., 2004).
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2.1.3 Physikalische Grundlagen der UV-Strahlen

Die Energie elektromagnetischer Strahlung ist wdlegenabhangig und wird
physikalisch entsprechend des Teilchen-/Wellendmals beschrieben durch:

Cc

c=AIlv und E:h[l/:hD/]— Formel 2.1
E: Energie des Strahlungsquants [J]
V! Frequenz des Strahlungsquants [Hz]
C: Lichtgeschwindigkeit im Vakuum s
A Wellenlange [nm]
h:  Plancksches Wirkungsquantum 6,608"Js

Dementsprechend ist die Energie von der Wellenl&adg®ingig und berechnet sich
entsprechend folgender Definitionen:
Die Strahlungsleistung W ist definiert als die Epemwahrend eines Zeitraumes.

Die Bestrahlungsstarke E berechnet sich aus dahl8trgsleistung pro Flache:

A W
E=[E,(A)d [E]=— Formel 2.2

Die Bestrahlung H bezeichnet das Zeitintegral destEahlungsstéarke:

J

H = [E(t)dt H = —

[ ——

Formel 2.3

Da es sich bei den in der vorliegenden Arbeit vedreten Strahlenquellen nicht um
monochromatische Strahler handelt, muss bei Verwampdon Strahlung verschiedener
Wellenlangen die spektrale Bestrahlungsstarke ais Integral der verschiedenen

Wellenlangen berechnet werden.
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Die Wirkungen von UV-Strahlung sind in Abhangigkettm betrachteten biologischen
Endpunkt unterschiedlich. Bei der Analyse biolobercEffekte ist es somit notwendig,
die Strahlung entsprechend zu gewichten. So kannbelogischer Effekt unter
Umstanden mit einer kleinen Dosis UVB-Strahlungieirt werden, fir den eine hohe
Dosis UVA-Strahlung notwendig ware.

Als Mal3 der biologischen Wirksamkeit auf die memstle Haut wird haufig die
Erythemschwellendosis verwandt. Dabei handelt €& sim die Dosis der UV-
Strahlung, die 24 Stunden nach der Exposition aufHhut eine sich gegeniber der
unbestrahlten Umgebung gerade abhebende Roturegl&sst.

Diese ist bei unvorbestrahlter Haut am geringstea wird dann als minimale
Erythemdosis (MED) bezeichnet. Die MED eines Memschst individuell stark
unterschiedlich und kann anné&hernd von seinem ¥autach Fitzpatrick abgeleitet
werden. Dieser klassifiziert die Haut entsprechémdr Charakteristika in die Typen |
bis VI (Pathak et al. 1976). Sie betragt im Mitiiél einen hellhdutigen Mitteleuropéaer
mit Hauttyp I 250 J/m2 einer erythemgewichtetensi3o Die Berechnung der
erythemgewichteten Dosen erfolgt nach der Normungchd die Internationale
Beleuchtungskommission (CIE) (CIE 1999).Die Abbidu zeigt die Gewichtung

entsprechend der Normung.

~N

Spectral Effectiveness of UVYR \1

Relative Spectral Effectiveness

Wavelength (nmj) _/l

-

Abb. 2.1: Erythemgewichtete spektrale Effektivitat(CIE 1999)
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2.1.4 Eindringtiefe von UV-Strahlung in die menschthe Haut

Die Eindringtiefe in die menschliche Haut ist abfignvon der Wellenlange. Je langer
die Wellenlange ist, desto tiefer dringt die Stualg ein. Es erreichen ca. neun Prozent
UVB- und 19% UVA-Strahlung die Basalzellschicht ri@ingtiefe 70um) der
menschlichen Haut (Bruls et al., 1984). Etwa eiozEnt UVA-Strahlung penetriert die

gesamte Dermis und erreicht die Subcutis.
2.1.5 Kinstliche UV-Strahlung

Zur Erzeugung kunstlicher UV-Strahlung werden vdlera Gasentladungslampen
eingesetzt. Ein elektrisch angeregtes Gas, merst Quecksilber verwandt, emittiert
beim Ruckfall in den Grundzustand ein charaktesisies Linienspektrum. Auf dem
Glaskolben der Lampe befinden sich Leuchtstoffe nmt Abhéngigkeit zum
gewinschten Spektrum eingebrachten Atomen. Diesdemwewiederum angeregt und
erzeugen beim Einnehmen des Grundzustandes didgepezifische Strahlung. Durch
Kombination verschiedener Atome kann das gewilns8mektrum erzeugt werden
(Kiefer, 1976). So kommen beispielsweise in Sotarleampen zum Einsatz, die
Uberwiegend UVA-Strahlung emittieren. Diese werdenunterschiedliche Gruppen
bezuglich der spektralen Wirksamkeit entsprechemeéreNormung eingeteilt (DIN
2003).

2.2 Biologische Grundlagen

2.2.1 Die menschliche Haut

Die Haut ist das grof3te Organ des menschlichend€érpnd besitzt bei einem durch-
schnittlichen Erwachsenen eine Gesamtflache voi2ih% ein Gewicht von ca. drei kg
und eine Dicke von 1,5-4mm je nach Korperregione @®rfillt lebenswichtige

Funktionen fir den menschlichen Organismus. Hierzu z&hlen 8ehutz vor

chemischen, physikalischen (UV-Strahlung) und nbietten Einwirkungen von

aulBen; die Homobostase des Wasserhaushaltes und taKiadtung der

Kdrpertemperatudurch Warmeabgabe sowie Verdunstung von Schwei\asser.

Sie ist peripheres Sinnesorgan mit verschiedenerzef®eren und freien
Nervenendigungen fiur unterschiedliche Reize wie UBemgs-, Temperatur- und
Schmerzwahrnehmung und vermittelt immunstimulatties Effekte durch

antigenprasentierende Zellen in der Epidermis.
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Die Haut gliedert sich in zwei histologisch gut differenzierende Schichten, die
Epidermis (Oberhaut) und die Dermis (Lederhaut)duaitsich anschlieRenden Subkutis
(Unterhaut). Abbildung 2.2 stellt den Aufbau schésth dar.

Oberhaut—{

Lederhaut—

Unterhaut-_|
gewebe

Schlagader Nerv  Muskel Schweifidriise

Abb. 2.2: Aufbau der menschlichen Haut

Die Epidermis stellt die externe Begrenzung zwiscBeganismus und Umwelt dar. Sie
ist ein mehrschichtiges, verhornendes Plattendpitlessen Dicke in Abhangigkeit von
Lokalisation, Alter und Geschlecht zwischen 30 G068 um variiert.

Bei den Zellen der Epidermis handelt es sich zlO®0% um Keratinozyten. Sie
entstehen aus den Zellen des Stratum basale. Eatik@zyt durchlauft verschiedene
Differenzierungsstadien und kennzeichnet mit seerdsprechenden Morphologie die
jeweilige Schicht der Epidermis. Histologisch lassech das Stratum spinosum, mit
zunachst stacheligen, nach peripher zunehmend labigieefn Zellen, das Stratum
granulosum, gepragt von intrazellularen hyalingali Granula und das Stratum
corneum, mit dicht liegenden, flachen kernloserezgldie Uber kraftige interzelluléare

Bindungen verfuigen, voneinander abgrenzen.
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Die terminale epidermale Differenzierung der Keratiyten dauert ca. vier bis funf
Wochen, wobei einzelne Zellen im Stratum basaleldith langer persistieren und als
epidermale Stammzellen angesehen werden.

Neben den Keratinozyten liegen in der Epidermidentlich geringerer Anzahl weitere
Zelltypen vor: die Melanozyten, Langerhanszelled Merkel-Zellen.

Die Melanozytersind im Stratum basale der Epidermis lokalisiedi &. jeder flnften
bis achten Zelle in der Basalschicht handelt els s8io einen Melanozyten. Ausgeldst
durch UV-Strahlung (vor allem UVB) bilden sie vetmieMelanin und geben es in
Melanosomenkomplexen tber dendritische Melanozytaafer an die Keratinozyten
weiter. Die Keratinozyten nehmen das Melanin innfroron Melanosomen auf und
lagern es als Schutz vor auftreffender UV-Strahlibgr dem Zellkern in Richtung der
einfallenden UV-Strahlung ein. Ca. 36 Keratinozytend ein Melanozyt bilden
zusammen eine ,epidermale Melanin-Einheit®.

Weitere Zelltypen der Epidermis sind Merkelzellelgnen eine Perzeptionsfunktion
zugeschrieben wird, sowie Langerhanszellen, dieunotogische Funktion haben.

Die Epidermis enthélt keine GefalRe. Die Versorgwirgl durch die darunterliegende
stark vaskularisierte Dermis Uber Diffusion gewaéistiet.

Die Dermis stellt das bindegewebige Gerist der Haunt Das Bindegewebe setzt sich
aus verschiedenen Zellen wie z.B. Fibroblastentidfiggen und Mastzellen sowie
Bindegewebsfasern (Kollagen-, Retikulin- und Elafstsern) zusammen, deren einzelne
Bestandteile in eine gelartige Grundsubstanz eagget sind. Die Dermis ist reich an
sensiblen und vegetativen Nervenfasern. Histolbglésst sie sich weiter gliedern in
ein fein strukturiertes Stratum papillare und erobgstrukturiertes Stratum reticulare
mit kréftigen Kollagenfaserbindeln und elastisclieasern, in deren Tiefe sich als
integraler Bestandteil der Haut die Adnexe (Haédkiel, Talgdrisen, apokrine und
ekkrine Drisen) befinden. Weiter darunter grenet Bermis an die aus Fettgewebe
bestehende Subkutis.
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2.2.2 Biologische Wirkung von UV-Strahlung auf derMenschen

UV-Strahlung verursacht eine Reihe von Effektennmanschlichen Organismus, von

denen hier die wichtigsten dargestellt werden.
2.2.2.1 Erythem

Es handelt sich um einen akuten Strahlenschadem h#¢-Exposition. Durch

Hyperamie und eine mediatorvermittelte Entzindusedgion kommt es zur Rétung der
Haut in den bestrahlten Arealen. Verantwortlich msthezu ausschlie3lich UVB
Strahlung. Die minimale Erythemdosis (MED) ist widuell stark unterschiedlich und
hangt vom Hauttyp (siehe 2.1.3) ab. Nach Ausbilddeg Eigenschutzes, durch UV-
induzierte Pigmentierung und Aufbau einer Lichtselev kann die aktuelle

Erythemschwellendosis um ein Mehrfaches Uber der DMEegen. Bei der

Lichtschwiele handelt es sich um eine reaktive \kwhg der Hornzellschicht
(Miescher 1931). Die MED liegt bei hellhdutigen Mehen entsprechend des
Hauttypes zwischen 150 und 450 J/m2.

2.2.2.2 Pigmentierung

Man unterscheidet Sofort- und Spatpigmentierung.dBe Sofortpigmentierung handelt
es sich um die oxidative Melanindunkelung des lbereorhandenen Melanins. Die
genauen molekularen Mechanismen sind noch nichiagde{Ortonne and Schwarz,
2003). Die Sofortpigmentierung ist instabil. In Abtgigkeit vom Hauttyp kommt es
bereits nach ca. 1 Stunde zur Abschwachung desrikol&ine protektive Wirkung

gegen UV-Strahlung besteht durch Sofortpigmentigrumcht. Die physiologische
Bedeutung ist ebenfalls noch unklar (Honigsmaraed.e1986; Routaboul et al., 1999).

Die Spat- bzw. verzégerte Pigmentierung ist Auskireimer Melaninsynthese in den
Melanozyten, die ein bis drei Tage nach einer wisaleen Exposition einsetzt.
Wahrend Sofortigmentierung tUberwiegend durch UVAStung verursacht wird, ist
fur die Spatpigmentierung im wesentlichen UVB-Shnaly verantwortlich (Ballotti and

Ortonne, 2002). Die Unterscheidung zwischen demmEar der Pigmentierung ist im
Besonderen wichtig, da der Friihpigmentierung héaiafigchlich ein protektiver Effekt

zugeordnet wird und in der Folge eine zunehmengm&iion stattfindet.
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2.2.2.3 Schaden durch chronische UV-Exposition:

Auf chronisch UV exponierter Haut kommt es vor @lén hoheren Lebensalter zu
Veranderungen. Sehr haufig sind kleinfleckige iatdg konfigurierte
Hyperpigmentierungen zu beobachten (Breathnach,et291). Ebenfalls haufig treten
Lentigo solaris auf. Die hyperpigmentierten Makulesten bei Gber 90% der tber 70-
jahrigen kaukasischen Bevolkerung an UV-exponiefazalen auf. Es liegt eine lokale
Melanozytenvermehrung vor (Garbe et al., 1994).cBWVA-Bestrahlung kdnnen des
Weiteren so genannte UVA - bzw. PUVA-induzierte tigines verursacht werden. Die
haufig bizarr sternférmige, hyperpigmentierte Lasfmdet sich ausschlie3lich in den
bestrahlten Arealen. Histologisch liegt eine verrmetAnzahl grol3er Melanozyten im
Stratum basale vor. In den letzten Jahren hatndielénz dieser Lasionen - vermutlich
durch héhere UV-Exposition - erheblich zugenomnigie Dignitat kann noch nicht
abschlieRend beurteilt werden. Eine regelmaRigenakiogische Kontrolle wird
gegenwartig empfohlen (Roth et al., 1989; Salislatirgl., 1989).

Weitere pigmentierte Lasionen, die nahezu ausdiiidie auf UV-exponierten
Hautarealen auftreten sind pigmentierte aktinisceratosen und Erythrosis
interfollicularis colli (Ortonne and Schwarz, 200&ul3erdem kommt es durch UV-
Strahlung zur sogenannten aktinischen Elastose grfifdn, 1989). Durch
stahleninduzierte Metalloproteinasen werden elelsé Fasern geschadigt (Berneburg

et al.,2000). Dies fuhrt zu einem Faltenrelief, dissHautalterung imponiert.
2.2.2.4 Vitamin-D Photoisomerisierung

Durch UVB-Strahlung kommt es durch Photosynthese klmwandlung von

Provitamin D3 in Pravitamin D3, welches im Korpegiter verstoffwechselt wird. Uber
90% des bioaktiven Vitamin D3 werden durch Phottsgse synthetisiert (Norris,
2001). Vitamin D3 spielt eine entscheidende Role Kalziumstoffwechsel des
Menschen. Unzureichende Vitamin D-Niveaus fihremrmb&lenschen zu Rachitis,
Osteomalazie und Osteoporose. Von einigen Autorieth Vlitamin D des Weiteren in

Zusammenhang mit einer Risikoreduktion fur versdbie andere Erkrankungen
(Diabetes mellitus Typ 1, Multiple Sklerose, rhetoirde Arthritis) und Malignome

(Mamma-, Prostata-, Kolonkarzinom und Malignes Mela) gebracht. (Ainleigh,

1993; Lucas et al., 2002; Studzinski und Moore,5)99ur ausreichenden Vitamin D
Synthese ist eine tagliche 10-15 minitige Expasitfartieller Hautareale genug
(Holick, 2004).
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2.2.2.5 Immunsuppression

Seit Langerem ist bekannt, dal3 UV-Strahlung dasunsystem beeinflusst. Vor allem
UVB- Strahlung induziert eine immunologische Toferalm Tiermodell konnte durch
UV-Bestrahlung bereits 1986 die Abstol3ung trangpeter Hauttumoren verhindert
werden (Kripke, 1986). In UV bestrahlter Haut wurlae weit Uber die Bestrahlung
andauernde antigenspezifische Immuntoleranz nadgbhgem; die vermutlich auf T-
Suppressorzellen zuriickzufuhren ist (Schwarz, 1998)iber hinaus wird systemische
Immunsuppression durch verschiedene Mediatoren ittetin Eine zentrale Rolle
nehmen dabei Interleukin-10 und Urokaninsaure @lli¢h und Schmitt, 2000).

Trotz intensiver Forschung ist der genaue Mechamsater Immunsupression nicht
vollstandig bekannt. Als sicher gilt allerdings, sdaneben den eben genannten
Mechanismen DNA-Schaden der kutanen Zellen einsckaidende Rolle spielen
(Kripke et al., 1992).

Beim Menschen ist eine verminderte Immunantwortveeschiedenen Infektionen wie
Herpes-simplex, Candida albicans und Mykobakten@&chgewiesen. Der Verlauf einer
HIV-Infektion kann durch UV-Strahlung negativ befti®t werden. (Flegg, 1990). Eine
entscheidende Rolle kommt dem Immunsystem bei dezikogense kutaner Tumoren
zu. Bei immunsupprimierten organtransplantiertertieRgen kommt es zu einer
zunehmenden Inzidenz von malignen Hauttumoren.a(®cet al., 1977, Boyle et al.,
1984, Moloney et al., 2006Gutierrez-Dalmau und Catofy 2007).

Auch therapeutisch wird in der Phototherapie besst@edenen Hautkrankheiten die
UV-induzierte Immunsuppression genutzt. Erwahnersdiier beispielhaft die Psoriasis,
das atopische Ekzem und verschiedene Formen desiBiy¥an Weelden et al., 1988).
Die immunologischen Effekte von UV-Strahlung werden potentesten durch UVB
Strahlung ausgelost. Aus diesem Grund wurde eiredz&tl von Studien im UVB
Spektrum durchgefihrt. Es besteht noch weiterersdhmngsbedarf, aber jingere
Untersuchungen weisen auch auf eine Immunosuppreskirch UVA-Strahlung hin
(Damian et al., 2001).
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2.2.2.6 UV-induzierte DNA-Schaden

Man unterscheidet zwischen direkter und indireEBenadigung. Durch UVB-Strahlung
erfolgt eine direkte Schadigung der DNA durch Phbswmrption und darauf folgende
photophysikalische und photochemische Prozesse.wRitaus haufigsten Lasionen
sind stabile Bindungen zwischen benachbarten Pgimman. Diese so genannten
Dimerisierungen konnen in verschiedener Form aeftreQuantitativ relevant sind vor
allem Cyclobutan-Pyrimidindimere (CPD), Pyrimidir®Pyrimidon-Photoprodukte(6-

4PP) (s. Abb. 2.3) und das Dewar-valence isomer.

0, H
/C N‘\
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r (G 9
H CH
Adjacent thymine residues
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. )
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0, H o, H
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4 . ~ 1
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‘"“\'.; . fw(; O I \"t‘."-— o OH
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{a) Cyclobutane thymine dimer {b) 6-4 photoproduct

Abb. 2.3: Pyrimidindimere. Dargestellt sind die hadigsten UV-induzierten Dimere, das
Cyclobutanpyrimidindimer (CPD) und das Pyrimidin(6-4)Pyrimidon-Photoprodukt (6-4PP).

CPDs sind die am haufigsten induzierte Lasion (Gawault et al., 2005) und werden
im Vergleich zu 6-4PPs etwa im Verhaltnis 5:1 induz(Mitchell et al., 1990Db).

Die hier untersuchten CPDs entstehen durch Léseny\uhsserstoffbriickenbindungen
zwischen den gegenuberliegenden Basen und koval&melung der beiden

nebeneinander liegenden Pyrimidine (Cytosin, Thynide Pyrimidindimere entstehen
entlang der DNA in unterschiedlicher Haufigkeite dron der lokalen Struktur und
Basensequenz abhangig ist (Douki und Cadet, 2084d)entstehen CPDs nicht in

derselben Frequenz an den verschiedenen Basenmehiel entstehen sie in
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Abhangigkeit der Wellenlangen an unterschiedliclBasenpaaren (Rochette et al.,
2003).

Am haufigsten finden sich nach UVB-Bestrahlung \@gugetierzellen und humanen
Keratinozyten Dimere von benachbarten ThyminenteS8el treten Thymin-Cytosin
oder Cytosion-Thymin Lasionen auf. Die seltenstenfstellt das Cytosin-Cytosin
(CC) Dimer dar (Douki et al., 2003; Courdavaulakt 2005). Rochette (Rochette et al.,
2003) berichtet tber deutlich mehr CC Lasionen rdeB-Bestrahlung. Insbesondere
den CC Lasionen kommt aber eine besondere Bedeuatynga sie fur die Entstehung
der ,UV-fingerprint mutations” verantwortlich gentdac werden. Damit werden
Mutationen bezeichnet, die sich in verschiedenemtidmoren nachweisen lassen
(siehe Abschnitt Karzinogese) und ursachlich aufeeUV induzierte CC-Lasion
zuruckgefuhrt werden (Brash et al.,, 1991). Es winmh der DNA-Polymerase an
Stellen, die sie nicht ablesen kann, eine Adenmbasngefugt (,A-rule).
Dementsprechend wird auf dem Komplementarstrangnitherganzt. Es handelt sich
somit um C-T bzw. CC-TT Transitionen. Deren Entate durch UVB-Strahlung ist
nachgewiesen (Mitchell, 1988; Kielbassa et al.,7190reinert et al., 2000a; Perdiz et
al., 2000). Somit nehmen CPDs in der Karzinogerase zentrale Rolle ein. Weitere
direkte, UV-vermittelte DNA-Schaden umfassen daswérevalence Isomer und
Purindimere wie das Adenin-Thymindimer oder dasAj&nin-Dehydrodimer. (Cadet
et al., 2005) Diese spielen allerdings quantitaine untergeordnete Rolle.
UVA-Strahlung fihrt vor allem zu indirekten DNA-Safigungen. Dabei werden
zunachst interzellulare Chromophore (z.B. Porpleyrn Flavinen, NADH, 2-
Thiouracil) angeregt. In der Folge kommt es zudilg freier Radikale und reaktiver
Sauerstoffspezies. (Cunningham et al., 1985). [DMNaétein-Crosslinks, DNA-
Einzelstrangbriche und oxidative Basenschadenntieteler Folge auf (Honigsmann
und Dubertret, 1996; Marnett et al., 2003). Insgesaind tber 100 verschiedene
oxidative Schaden beschrieben (Dizdaroglu, 1992)chAdie Induktion von DNA-
Doppelstrangbriichen wurde beschrieben (Rapp undliGre2004).

Eine besondere Bedeutung kommt den oxidativen Babéden zu, da sie ein
mutagenes Potenzial besitzen. Die haufigste UVAmngtte oxidierte Base stellt das 8-
Hydroxyguanin (8-oxo-Gua) dar, das als Marker fiidative Zellschaden angesehen
wird. (Kwam und Tyrell, 1997; Wamer und Wei, 1991)VB-Strahlung erzeugt
hingegen nur sehr wenig 8-oxo-Gua. Das mutagenenPial entsteht durch die

fehlerhafte Bildung von Basenpaaren mit Adenin g8tani et al., 1991) und die
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folgende GC — TA Transversion (Cheng et al., 12983ng et al., 1997; Le Page et al.,
1998).

Neuere Untersuchungen zeigen allerdings, dass daA&-Nlutationsspektrum von
Saugerzellen nicht, wie erwartet, Uberwiegend GCATansversionen aufweist (Sage
et al., 1996; Kappes et al., 2006). Zusammen mitetdochungen, in denen keine
erhohte Mutationsrate in 8-oxo-Gua-reparaturdefige Zellen nachgewiesen werden
konnte (Kappes und Ringer, 2005) stellen dieserDdite Bedeutung von 8-oxo-Gua
fur UVA induzierte Mutationen in Frage. Daruber dniis zeigen neue Daten, dass 8-
oxo-Gua nicht der haufigste UVA-induzierte Schadgnsondern CPDs (Courdavault
et al., 2004). So konnten Einzelstrangbriche, exieiPyrimidine, oxidierte Purine (vor
allem 8-oxoGua) und CPDs von Douki im Verhaltni4:2:10 nachgewiesen werden
(Douki et al., 2003). Im Vergleich zu UVB ist dentil an Thy-Thy-Dimeren an den
induzierten CPDs sehr hoch. Diese fuhren wegenbd&annten ,A-rule* selten zu
Mutationen. Allerdings wurde auch die Induktion vBwyt-Thy-Dimeren nachgewiesen,
die eine C-T Transition zur Folge haben kodnnen (Mbuet al., 2006). Der
Mechanismus, der zur Induktion von CPDs durch U¥iArt ist noch nicht bekannt. Da
im Gegensatz zu UVB keine 6-4PPs erzeugt werdeneumel direkte Anregung aus
energetischen Grinden ausgeschlossen werden kalmnmgn davon aus, dass bei der
Anregung der Molekiile ein Triplet-EnergietransfereeRolle spielt (Cadet et al., 2005;
Mouret et al., 2006). Unabhangig vom Mechanismugezrediese Ergebnisse deutlich,
dass UVA-Strahlung in der Lage ist mutagene DNAi@sn (CPDs) zu erzeugen,
deren Bedeutung flir die Hautkarzinogenes nachgewiss.

2.2.3 DNA-Reparatur

Da die DNA, wie oben dargestellt vielfachen Schédgen ausgesetzt sein kann,
existieren effektive Reparaturmechanismen, dieSdiedden zum grof3en Teil fehlerlos
aus der DNA entfernen. Dabei spielen unterschikdlddechanismen mit einer Vielzahl
beteiligter Gene (Wood et al., 2001) eine Rolle. iSioflr die Reparatur der hier
untersuchten CPDs die NukleotidexzisionsreparaiER) verantwortlich. Oxidierte

Basen, wie das beschriebene 8-oxo-Gua werden #semBxzisonsreparatur eliminiert.
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2.2.3.1 Basenexzisionsreparatur

Verschiedene spezifische Glycosylasen erkennemdidifizierten Basen in der DNA
und schneiden diese aus. Die apurinische Stellé mun durch eine Endonuklease in
einen Einzelstrangbruch Gberfuhrt. Zur weiteren &Rafur existieren zwei Wege: Der
~short-patch-way*, bei dem durch die Polymerdlsaur die geschéadigte Base ersetzt
wird und der ,long-patch-way, bei dem mehrere Naokbe, meistens zwei bis acht,

unter Beteilung zahlreicher Enzyme substituiertdeer(Krokan et al., 2000).
2.2.3.2 Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER)

Der entscheidende Mechanismus fir die Eliminierung CPDs ist die Nukleotid-
exzisionsreparatur (NER). Enzymatisch werden Oliggteptide mit meist 24 bis 32
Basen entfernt und durch intakte Sequenzen ergEtdberg et al., 1995). Zwei
Subtypen der NER werden unterschieden, die sioloinallem in der Erkennung des
Schadens unterscheiden. Die global genome-NER (G&)Nrepariert Schaden im
gesamten Genom transskriptionsunabhéangig. Wie daieebeteiligten Enzyme den
Defekt erkennen ist nicht vollstandig gekléart. Vethch bindet aber zunachst der XPC-
hHR23B Proteinkomplex und vermittelt den Beginn dBgparaturvorganges.
Entsprechend des gegenwartigen Standes der Fogsddiuder weitere Ablauf identisch
mit der zweiten Form, der ,transcription coupledfE(TC-NER). Hierbei werden
Schaden am  transskribierten  Strang  aktiver  Gene arip  Als
Erkennungsmechanismus dient die RNA-Polymeraseeitn Breiteren Ablauf der NER
handelt es sich um einen &ufRerst komplexen Vorgemer Beteiligung zahlreicher
Enzyme, die den DNA-Strang entwinden und beidsaleg Schadens einschneiden.
Endonukleasen entfernen schliel3lich die geschadigegion, die dann, den
Gegenstrang als Template nutzend, ersetzt wird V&@696; de Laat et al., 1999).
Abbildung 2.4 stellt die NER schematisch dar.
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Abb. 2.4: Modell der Nekleotidexzisionreparatur (Masumura and Ananthaswamy 2002)

Defekte der NER fuhren zu einer stark erhdhten idéait von kutanen Karzinomen.
Bei der autosomal rezessiv vererbbaren Erkrankueipdérma pigmentosa handelt es
sich um unterschiedliche Enzymdefekte der an deR Nieteiligten Enzyme, die
entsprechend benannt wurden (XPA — XPH). Mehrerbtypen konnten genetisch
differenziert werden. Bei den Betroffenen finderhsisignifikante Haufungen von
melanozytdren und nichtmelanozytaren Karzinomereitseim Kindesalter. Haufig
versterben die Patienten an malignen MelanomenefKea et al., 1994; Herouy et al.,
2003).

Die Geschwindigkeit der NER ist aber auch in gesandellen von zahlreichen
Faktoren abhangig. So unterliegt sie einer starkearindividuellen Schwankung
(Greinert et al., 2000). Der Typ des Schadenshenhfalls von Bedeutung, da 6-4PPs in
Hautzellen schneller als CPDs repariert werden ¢Temal., 1996; Courdavault et al.,
2005), was moglicherweise dadurch zu erklarendags die PP Mutation zu einer
starkeren Derotation der DNA-Helix (Kim und Cho@9b), und somit zum schnelleren
Erkennen des Schadens durch die Reparaturenzysissiondere bei der GG-NER,
fuhrt (Kim et al.,, 1995). Van Hoffen konnte zeigemass die TC-NER fur beide
Lasionen gleich schnell ist (van Hoffen et al., 3PAnd somit die schnellere Reparatur
auf der GG-NER beruht. CPDs werden sowohl durchT@ieNER als auch durch die
GG-NER repariert, wobei die Reparatur im transs&rtbn Strang aktiver Gene am
schnellsten ist (Mellon et al., 1987; Selby und &Gan, 1993). Aul3erdem tritt eine
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dosisabhéangige Sattigung der Reparaturkapazitdithumanen Keratinozyten auf
(Greinert et al., 2000a). Bei zu zahlreichen Schagerlangsamt sich somit die
Reparaturrate. Fur einige Schlisselmutationen deriKogenese, wie dem p53 Gen
konnte nachgewiesen werden, dass an den Kkorregpenden Genloci nur
eingeschrankt NER stattfindet (Gao et al., 1994 rimaletti und Pfeiffer, 1994).

2.2.3.3 Photoreaktivierung

Einen weiteren Reparaturmechanismus von Zellert st Photoreaktivierung dar.
Durch eine lichtabhéngige enzymatische Reaktiorderedie Dimere gespalten und die
originare  DNA Struktur wieder hergestellt. Dafir siieen Zellen bestimmte
Chromophore. Die Mdglichkeit humaner Zellen zur #heaktivierung wurde lange
kontrovers diskutiert. Wahrend Anzeichen fur diegiichkeit der Photoreaktivierung
humaner Zellen gefunden wurden (Roza et al., 1$therland und Bennett, 1995),
konnten die beteiligten Chromophore in S&ugetllEmzenicht nachgewiesen werden
(Yasui et al., 1996). Heute geht man davon aus,s dde Fahigkeit der
Photoreaktivierung den Saugetieren und somit denskteen im Verlauf der Evolution

abhanden gekommen ist.
2.3 Kutane Karzinome und Karzinogenese

Die Inzidenz der kutanen Karzinome ist in den letzlahren stark angestiegen.
Unterschieden werden melanozytare (malignes Melafiin)) und nichtmelanozytare

Karzinome (Basalzellkarzinom (BCC), Pattenepithedkeom (SCC)). Zu den

nichtmelanozytdren Karzinomen werden des Weitereehr sseltene Tumore

(Merkelzellkarzinom, Karposisarkom, kutane Lymph@ngezahlt, die insgesamt nur
ca. 1% dieser Tumoren ausmachen (Robert-Kochums#004).

Diese steigende Inzidenz ist nur zum Teil aus @enabraphischen Entwicklung der
Bevolkerung heraus zu erklaren. Die prognostizi&terszunahme der Bevolkerung
lasst allerdings eine weitere Zunahme von Alterserkungen und somit kutanen
Karzinomen erwarten (Diepgen, 2005). Die Letaigéitweitgehend konstant geblieben,

was auf eine verbesserte Friherkennung zurickdefirtar.
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2.3.1 Basalzellkarzinom

Das Basalzellkarzinom ist der héaufigste Tumor deautH (ca. 80 % der
nichtmelanozytaren Karzinome). Es handelt sich umarelokal destruierenden Tumor,
der nicht metstasiert. Die Inzidenz steigt mit Zumendem Alter. Seit dem Beginn der
Registrierung im Saarland 1970 zeigt sich eine ldéat Zunahme der
Neuerkrankungen (siehe Abb. 2.5), wobei mannlickrséhen haufiger betroffen sind.
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Abb. 2.5: Inzidenz des Basalzellkarzinoms im Saartal, Falle pro 100.000 Einwohner,
altersstandardisiert nach Europastandard (Robert-Kah-Institut 2004)

Das Basalzellkarzinom entwickelt sich GUberwiegendsannenexponierten Arealen der
Haut. Daher postulierte man schon lange eine kawadleutung von UV-Strahlung fur
die Entstehung des BCC. Allerdings kommt auch eeenenswerte Anzahl von BCCs
an nicht UV-exponierten Hautarealen vor, fur dieléh wie beim malignen Melanom
(siehe 2.3.3) intermittierende Expositionen veramtich gemacht werden (Vitasa et
al., 1990; Gallagher et al., 1995; Kricker et &4B95a; Kricker et al., 1995b; Rosso et
al., 1996; Zanetti et al., 1996; Armstrong und Kec 2001).

Mittlerweile gilt eine genetische Pradispositios aleitgehend gesichert. Patienten, die
am nevoiden Basalzellkarzinom-Syndrom (NBCC) erktaind, entwickeln oft schon
im frihen Alter multiple BCCs (Shanley et al., 19%dmonis et al., 1997). Bei ihnen
konnte gezeigt werden, dass sie haufig Verluste @esomosoms 9q aufweisen.

Ausgehend von dieser Erkenntnis wurde der (Sonedyjehog-Patched-Smoothened
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Reaktionsweg identifiziert, der in 100% der sposadiauftretenden BBCs gestort ist
(Brellier et al., 2004).

Es handelt sich um eine das Wachstum und die Mgetese der Haarfollikel
determinierende Signalkette. Vom PATCHED-Gen wies ¢Proteinprodukt Patched 1
kodiert. Dies dient als Zelloberflachenrezeptor dias Signalmolekil Sonic-Hedgehog
(Shh). Durch Bindung von Shh an Patched 1 wird Samalprotein Smoothened
freigesetzt und initiiert eine Signaltransduktioets&, die die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Gli bewirkt. Eine erhdhte kentration von Gli fuhrt durch
Hemmung von Differenzierung und Zellzyklusarrest Karzinogenese (Oro et al.,
1997; Fan and Khavari, 1999; Aszterbaum et al. B9%rachtchouk et al. 2000;
Nilsson et al. 2000). In mehr als 70% der sporddiaaftretenden BCC wurden
Mutationen in PTCH oder SMO gefunden (Gailani et 8996; Xie et al., 1998). Die
Storung dieses Reaktionsweges wird allgemein algptiarantwortlich fur die
Karzinogenese akzeptiert (Jih et al.,, 1999). Sowahl PATCHED-, als auch im
Smoothened-Gen wurden UV-fingerprint-mutations Hsgie 2.2.2.6) gefunden
(Aszterbaum et al., 1999a; Aszterbaum et al., 19P@lya-Grosjean and Sarasin, 2000;
Evans et al.,, 2000; Ratner et al., 2001; CouveaPret al., 2002; Kim et al., 2002).
Daraus geht die Bedeutung der UV-Strahlung flshtstehung von BCCs hervor.
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2.3.2 Plattenepithelkarzinom

Beim Plattenepithelkarzinom handelt es sich um deeithaufigsten Tumor der Haut,
mit ebenfalls deutlicher Zunahme der Neuerkrankaonige Deutschland (siehe Abb.
2.6).
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Abb. 2.6: Inzidenz des Plattenepithelkarzinoms im &arland, Falle pro 100.000 Einwohner,
altersstandardisiert nach Europastandard (Robert-Kah-Institut 2004)

Es handelt sich um einen destruierend invasiv waafsn Tumor. Bei
fortgeschrittenem  Wachstum ist eine  Metastasierungioglich. Das
Plattenepithelkarzinom tritt vor allem im fortgestienen Lebensalter auf. Lokalisiert
ist es vor allem an UV-exponierten Hautarealen wsl besteht eine Dosis-
Wirkungsbeziehung bezlglich der kumulativen UV-Esigon (Armstrong und
Kricker, 2001).

Fur die Karzinogenese des SCC existieren dezidMddelle. Vermutlich kommt es
zunachst zur Mutation eines p53-Allels durch UVaBlung. Dies verhindert die
Apoptose der Zellen und stellt somit einen Selektavteil der mutierten Zelle dar.
Durch weitere Mutationen in anderen Genen wird idaasive Wachstum ermaéglicht
(Ziegler et al., 1994; Brash, 1997; Cleaver undwleg, 2002).

Relativ haufig entsteht es aus der aktinischen téseaals Vorstufe (Ortonne, 2002;
Czarnecki et al. 2002). Bei 75-80% der weif3en Bexding mit aktinischer Keratose
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treten P53 Mutationen auf (Park et al., 1996) uediber 90% mit invasivem SCC in
situ (Ortonne, 2002). Bei den nachgewiesenen p53afibmen handelt es sich
Uberwiegend um UV-signature Mutationen (siehe 262.2(Matsamura und
Ananthaswamy, 2002).

Die Mutationen treten nicht zuféllig entlang des3yBodons auf, sondern an
sogenannten ,mutation-hot-spots”. Dabei handeltseh um Orte an denen die
enzymatische Reparatur behindert ist. Diese weatkenrepair-cold-spots” bezeichnet
(Tornaletti et. al., 1993; Tornaletti und Pfeif&§94).

Eine besondere Bedeutung kommt CPD-retaining beshs (CRBC) zu. Hierbei
handelt es sich um interfollikulare epidermale &eJldie nicht apoptotisch sind und
Uber einen langeren Zeitraum in der Epidermis pgesen (Mitchell et al., 2001).
Moglicherweise handelt es sich um epidermale Stasenz Aufgrund ihrer
Eigenschaft, DNA-Schaden zu akkumulieren und daferin der Epidermis zu
persistieren, stellen epidermale Stammzelle eiraléde Target fir die karzinogene
Wirkung von UV-Strahlung dar und werden mit der dfelhung von
Plattenepithelzellkarzinomen in Zusamenhang gebréhonne 2002; Gambardella
and Barrandon, 2003). Diese Zellen konnten soweshMausmodell als auch in der
menschlichen Epidermis nachgewiesen werden (Mitaktedl., 1999; Mitchell et al.,
2001).

Aufgrund der mehrstufigen Entstehung weist dastétapithelkarzinom eine groRRe
karyotypische Heterogenitat auf. Typische Chromammaberrationen konnten dennoch
nachgewiesen werden (Quinn et al., 1994).
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2.3.3 Malignes Melanom

Beim malignen Melanom (MM) handelt es sich um eirlssonders aggressiven
Hauttumor mit ausgepragter Metastasierungstendeag. MM ist fast ausschlief3lich

fur die durch Hautkrebs verursachte Letalitat vevantlich. Seine Inzidenz ist stark

zunehmend (Abb. 2.7) und hat sich in den vergang@&deJahren nahezu verdreifacht
(Robert-Koch-Institut, 2004).

197072 197274 1097476 197678 197880 1080-82 1982-84 1084-36 198683 198890 1990-92 1992-04 199495 1556-98 1903-2000
Jahre

Inzidenz Minner I Inzidenz Frauen I Mortalitat Manner I Mortalitat Frauen

Abb. 2.7: Inzidenz und Mortalitat des Malignen Melanoms im Saarland, Falle pro 100.000
Einwohner, altersstandardisiert nach Europastandard(Robert-Koch-Institut 2004)

Es macht circa drei Prozent der bdsartigen Neubgdao (ohne Berilicksichtigung der
nichtmelanozytdren Hautkrebse) aus und verursacinta cein Prozent der

Krebstodesfalle. Circa die Halfte der Betroffenshlei Diagnosestellung jinger als 65
Jahre (Krebsregister Saarland, 2007).

Maligne Melanome treten seltener auch an nicht rdboth sonnenlichtexponierten
Hautarealen auf und kdnnen sich auch primar anrand®@rganen manifestieren. Die
Karzinogenese des malignen Melanoms ist nicht dilefend geklart und somit

Gegenstand intensiver Forschung. Multifaktoriellsa¢hen werden angenommen.

Als gesichert gilt, dass nach gehauftem Auftreten $onnenbranden in der Kindheit

die Wahrscheinlichkeit, am Malignen Melanom zu anken, zunimmt (Armstrong und
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Kricker, 2001; Cleaver und Crowley, 2002; Dulonakt 2002). Nicht eindeutig ist die
Studienlage bezuglich der lebenslangen UV-Expositid/ahrend mehrere Studien
einen klaren Zusammenhang der kumulativen UV-Dosis dem individuellen Risiko
an einem MM zu erkranken beschreiben (Rodenas.etl@96; Fears et al., 2002;
Fargnoli et al., 2004), sieht Kennedy keinen saicdasammenhang (Kennedy et al.,
2003). Gehauft tritt das MM bei Menschen mit Hapttly auf. Diese hellh&utigen
Menschen bradunen nicht und erleiden leicht einenn8&ebrand. Als ursachlich wird
eine Mutation im Melanocortin-1 Rezeptor postulig@thaffner und Bolognia, 2001,
Chin, 2003). Durch diese Mutation kommt es nicht 8ynthese des schitzenden
Eumelanins sondern es wird das photosensitivierefteeomelanin gebildet.
Dunkelhautige Menschen erkranken wesentlich sealteae einem MM. Eine
wesentliche Rolle von UV-Strahlung fur die Karzieogse gilt somit als gesichert.
Auch eine genetische Komponente, hochwahrscheirgicle autosomal dominante
Vererbung wird angenommen, da bei funf bis zwdlbzZent der Patienten ein
Verwandschaftsgrad ersten Grades zu einem weitBr&rankten vorliegt. Diese
Patienten erkranken zudem durchschnittlich frihst baben ein erhdhtes Risiko an
einem Zweitkarzinom zu erkranken (Kopf et al., 19B6untain et al., 1990; Barnhill et
al., 1992). Bei 25-40% dieser Patienten konnte &hgation des Kinase-Inhibitors
CDKN2A (pl6inkada) kodierenden Genes nachgewieseerdem, die als
pradisponierende Mutation angesehen wird (Hussussial., 1994; Kamb et al., 1994).
P16inkada inhibiert die Progression der Zellenen @1-Phase. Durch Ausfall kommt
es zur ungehemmten Proliferation.

Im Gegensatz zu nichtmelanozytaren Karzinomen findéch nur in ca. 20%
Mutationen im p53-Gen (Zerp et al., 1999). Melanoeméstehen aus vorbestehenden
Navi und navusunabhéngig (de-novo) (Rivers, 20083 finden sich jeweils
unterschiedliche Mutationen, was erneut verschieddintstehungsmechanismen
hochwahrscheinlich macht. Gemein ist allen Melarmmeén eines hohes Mal3 an

genomischer Instabilitdt mit einer Vielzahl von @mosomenaberrationen.
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2.4 Bedeutung von UVA-Strahlung fir die Karzinogense

Aus den dargestellten Zusammenhangen geht klakat@nogene Wirkung von UV-
Strahlung hervor. Diese wurde lange Zeit ausscitie(auf den UVB-Bereich des
Spektrums zuriickgefuhrt, da die direkte DNA-Schédgy durch UVB-Strahlung
ausgepragter ist.

In jungerer Zeit mehren sich die Anzeichen fir eemgscheidende Beteiligung von
UVA-Strahlung an der Krebsentstehung. So zeigté, sitass die Verwendung von
Sonnencremes nicht zu einer Reduktion von Hautkfébg (Vainio, und Bianchini,
2000). Neben einer falschen Anwendung konnte emn&ifur diese Phanomen sein,
dass lange Zeit die Uberwiegende Anzahl der vediggb Praparate reine UVB-Filter
waren und UVA-Strahlung nicht herausgefiltert wurBariber hinaus bezieht sich der
angegebene Sonnenschutzfaktor, auf die UVB velieitterytheminduktion, so dass
keine hinreichende Aussage uber die UVA-Filterleigt gemacht werden kann
(Gasparro et al., 1998). Ein verandertes Expostierhalten, in der Weise, dass durch
die Verwendung von Sonnenschutzmitteln langere whidte in der Sonne ohne
Sonnenbrand mdglich sind und zusatzlich ein Sichttefihl vermittelt wird
(Stoebner-Delbarre et al.,, 2005), kann so dazudgah, dass zumindest Teile der
Bevolkerung mit entsprechendem Freizeitverhaltereredramatisch erhéhten UVA-
Exposition ausgesetzt sind. Umfangreiche epidergisthhe Daten zeigen auf3erdem
eine Zunahme des Hautkrebsrisikos durch Solariartbeng, in denen Uberwiegend
UVA-Strahlung mit einem kleinen UVB-Anteil eingezetwvird (International Agency
for Research on Cancer, 2007). Die Bestrahlundsstaim Solarium Ubersteigen die
maximale UV-Bestrahlungstarke auf der Erde, wie lme wolkenlosem Himmel am
Aquator zur Mittagszeit erreicht wird (UV-Index 1)aufig. So sind im Solarium
erythemwirksame Bestrahlungsstarken von 0,6 W/ni@ssig. Das entspricht einem
UV-Index von 24 (BfS 2003).

Im Tierversuch konnte bei Mausen die Induktion &2Cs (Van Weelden et al., 1990)
und bei Fischen die Induktion von Melanomen (Set&val., 1993) durch reine UVA-
Strahlung nachgewiesen werden. Damit konnte denadle karzinogene Wirkung von
UVA-Strahlung gezeigt werden. Ein wichtiger Aspelséi der Diskussion eines
maoglichen Hautkrebsrisikos durch UVA-Strahlungdst Tatsache, dass UVA weniger
als UVB beim Eindringen in die Epidermis gestremwb bereits in den oberen
Hautschichten absorbiert wird, so dass ein gro¥emézil die Basalzellschicht erreicht,
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und auf die dort lokalisierten epidermalen Stamierelkrifft. Untersuchungen von
Haut- und Tumorschnitten zeigten Mutationen, dieAUxtigeordnet werden kdnnen,
Uberwiegend in den unteren Schichten (Agar e2@D4).

Wie bereits beschrieben, konnten in jingerer ZBDE als haufigster UVA-induzierter
DNA-Schaden nachgewiesen werden (Courdavault 084 ; Mouret et al., 2006). Ein
Vergleich von bestrahlten Monolayerkulturen und Haeigte auch hier einen grof3en
Unterschied zwischen UVB- und UVA-Strahlung. Waltredurch UVB-Strahlung in
der Haut bedingt durch die Absorption in den obeéfantschichten ca. 20-mal weniger
CPDs induziert werden als in den Priméarkulturerrdggtdie Reduktion nach UVA-
Bestrahlung nur einen Faktor 1,5.

Darlber hinaus triggert UVA-Strahlung die Photoisoisierung von 6-4PPs in das
Dewarisomer (Douki et al., 2003). Dieses Valenzisorwird deutlich langsamer
repariert im Vergleich zum 6-4PP (Perdiz et alQ®0

Durch diese jungeren Erkenntnisse ist UVA-Strahluagnehrt in den Mittelpunkt des
wissenschaftlichen Interesses geriickt und wirdkataplettes Karzinogen, genau wie
UVB-Strahlung, angesehen (Halliday et al., 2005)wohl quantitativ hinsichtlich der
induzierten DNA-Schaden UVB-Strahlung deutlich mbée ist, kann es durch die oben
dargestellte Uberexposition mit UVA-Strahlung inil&a der Bevélkerung zu einer
nicht zu vernachlassigenden Schadigung der DNAgsabdere auch durch die
Induktion von CPDs, kommen. Da es Hinweise darailit, gdass nach UVA-
Bestrahlung die Reparatur UV-induzierter DNA-Schégerlangsamt ist (Courdavault
et al. 2004; Mouret et al.,, 2006), kann die Bedegtwon UVA-Strahlung fur die
Hautkrebsentstehung auch in der Beeinflussung laediu Reparaturprozesse liegen.

Dieser Fragestellung wird in der vorliegenden Aribeichgegangen.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellen

Fur die vorliegende Studie wurden spontan immaitaiie, nicht tumorigene humane
Keratinozyten (HaCaT) verwendet. Es handelt sichaume etablierte Zelllinie, die in

beiden Allelen des p53 Gens mutiert ist. Die Stamlist weder kanzerogen noch
invasiv. Ihr Vorteil liegt in der nahezu unbegremetiebensdauer und dem schnellen

Wachstum.
3.2 Bestrahlungsquellen

Um den Einfluss der Strahlenqualitat auf die Indukiund Reparatur von CPDs in der
Zelllinie zu untersuchen, ist eine moglichst isaBeBestrahlung mit der entsprechenden
Strahlenqualitat erstrebenswert. Fur die vorliegeAdbeit wurden drei verschiedene
Strahlenquellen verwendet:

. UVA-Spot 2000 Es handelt sich um eine reine UVA-Strahlenquelle

. LOT-Oriel SSR: Dabei handelt es sich um einen Sonnenlichtsimug&SR —
Solar Simulating Radiation), der zwei Prozent UMAd 98% UVB-Strahlung
emittiert. Durch Einbringen eines UVB/C-Filters kawlie Quelle als reiner
UVA-Strahler genutzt werden.

. UVB TL 12/20: Der Strahler erzeugt 58% UVA- und 42% UVB-Stratgu

Durch Verwendung eines UVA-Filters, kann ein Grdfiter UVA-Strahung absorbiert

werden.

Die im Vorfeld durchgefuhrten Spektralanalysen simadlen Abbildungen 3.1 bis 3.4
dargestellt. Dabei entspricht die rote Linie detlemgewichteten Dosis des jeweiligen
Strahlenspektrums entsprechend der CIE-Norm (skhe3). Das erythemgewichtete
Spektrum des UVA-Spot 2000 ist sehr gering und @tisnden der Ubersichtlichkeit

nicht dargestellt.
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Abb. 3.1: Spektralanalyse UVA-Spot 2000, ungewichte
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Abb. 3.2. Spektralanalyse UVB TL12/20, ungewichtaind CIE-gewichtet.
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Abb. 3.3: Spektralanalyse LOT-Oriel Sonnenlichtsimiator, ungewichtet und CIE gewichtet.
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Abb. 3.4: Spektranalyse LOT-Oriel Sonnenlichtsimulaor mit UVB/C-Filter, ungewichtet und
CIE-gewichtet.
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3.3 Versuchsaufbau

Die Bestrahlung erfolgte im jeweils identischen Methsaufbau. Die Abbildung 3.5
gibt den Aufbau wieder. Die mit Zellen beimpftentriidehalen befinden sich bei der
Bestrahlung in einer grél3eren Pyrexschale in Eisgradies ist notwendig, um eine
Erwdrmung und somit Messfehler auszuschlielBen. lorfeld wurde in einer

Petrischale wahrend langerer Bestrahlung die Teabpergemessen. Durch das
eingebrachte Eiswasser konnte die Temperatur irerergrenzen bei ca. funf Grad

Celsius konstant gehalten werden.

UV - STRAHLER

KUHLUNG

UV -FILTER

PETRISCHALE

LI L] L L]

PYREXSCHALE

WASSER 4°C

ZELLEN

Abb. 3.5: Versuchsaufbau



3 Material und Methoden 30

3.4 Antikérpermarkierung

Voraussetzung fur das hier durchgefuhrte Verfahsemlie Existenz von spezifischen
Antikorpern, die ausschlie8lich an der zu detekheden L&sion binden. Die so
gebundenen Antikdrper werden dann durch sekundatidper markiert. Diese sind
mit fluoreszierenden Farbstoffen markiert und kdnse flusszytometrisch detektiert
werden.

Fur die in der vorliegenden Arbeit zu untersuchen@®Ds existieren monoklonale
Antikorper (AK) (Mizuno et al. 1991, Mori et al. 29). Es handelt sich bei den
verwendeten um aus der Maus gewonnene Anti-CydwbBirimidindimer-Klone

(KTM 53). An diesen monoklonalen AK bindet der ftaszenzmarkierte
Sekundarantikoper (Anti-Maus Immunoglobulin). Aufgd der Fluoreszenz-
eigenschaften ist der Nachweis von FITC im Durdgddghytometer moglich (Berg et al.
1993).

3.5 Durchflusszyotmetrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Mesgsuwler Fluoreszenz und der
Streulichteigenschaften fluoreszenzmarkierter Haetlen in Suspension. Dabei
werden je nach Fragestellung spezifische fluoresmarkierte Antikérper oder auch
fluoreszierende DNA-Farbstoffe eingesetzt.

Das Messprinzip beruht auf der Quantifizierung BRroreszenzintensitat bestimmter
zellularer Komponenten. Um zu erreichen, dass jeweaiur eine Zelle der
Anregungsstrahlung ausgesetzt ist, wird die hydradysche Fokussierung eingesetzt.
Hierbei wird unter Verwendung eines Hullstroms, degenuber dem Probenstrom
einen hoheren Druck aufweist, eine laminare Strdgemeugt, die den Probenstrom so
fokussiert, dass die Zellen perlschnurartig im teehWinkel an der Anregungsquelle
(Laser) vorbeigeleitet werden.

Aufgrund der Fluoreszenzanregung des Farbstoffstierhijede Zelle ein Lichtsignal
proportional zur gebundenen Fluorochrommenge, wesldn einem Photomultiplier
detektiert und in ein elektrisches Signal umgewdnadigd. Daher ist eine quantitative
Analyse mdaglich.

Als Fluoreszenzfarbstoffe wurden in dieser Arbeltiofeszeinisothiozyanat (FITC)
sowie Propidiumjodid (PJ) eingesetzt mit einer Bxions-/Emissionswellenlange von
495/525 nm (FITC) bzw. 536/611 nm (PJ).
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CPDs wurden in dieser Arbeit durchflusszytometrisoter Verwendung monoklonaler
Antikorper detektiert. Das verwendete Geréat ist der Lage mehrparametrige
Messungen durchzufihren, womit die simultane Da&iektweier Fluoreszenzsignale,
z.B. PJ und FITC, bzw. die Detektion des Streudiigitals gemeint ist.

Somit lassen sich zunéchst die Zellpopulationergranfd ihrer Emissionsparameter
charakterisieren. Die Zellzyklusverteilung einer pBlation lasst sich durch die
Quantifizierung des DNA-Gehaltes der einzelnen efellermitteln. Eine Zelle
durchlauft den Zellzyklus von der;@hase mit einfachem DNA-Gehalt Uber die S-
Phase, wahrend der die DNA verdoppelt wird (anstedgr DNA-Gehalt) bis zur &
Phase, in der der doppelte DNA-Gehalt vorliegtdér folgenden Mitose (M-Phase)
wird die DNA kondensiert und es bilden sich Chroomoensatze aus. Als letzter Schritt
der Mitose erfolgt die Zellteilung, durch die zweinzelzellen mit einfachem DNA-
Gehalt entstehen. Im Durchflusszytometer kdnnete@edo nach ihrem DNA-Gehalt,
der durch den proportionalen Einbau von PJ darfestied, der G-, S- oder G/M-
Phase zugeordnet werden. Das Ergebnis dieser Analygd graphisch in
verschiedenen Diagrammen dargestellt. Uber daseSetnn elektronischen Gates
lassen sich so bestimmte Zellphasen auswahlennjgadee dann ausschliel3lich zur
Auswertung verwendet werden. Es wurden fur dieiegende Arbeit die Zellen denG
Phase gegatet, um eine einheitliche Populationtmiten.

Verwendet wurde ein Durchflusszytometer der Firnasal@r (EPICS XL®) zusammen
mit der mitgelieferten Software System Il VersiorD.3Im Folgenden sollen die
Ergebnisdiagramme kurz erlautert werden:

Um nicht intakte Zellen und Dubletten, d.h. zwaihtigetrennte Einzelzellen in deg-G
Phase, die von Zellen in dep-Bhase unterschieden werden miissen, zu ident#izier
wird die Tatsache genutzt, dass diese Zellen sich Wtakten Zellen in ihrem
Verhéltnis von Signalhthe zu Signalbreite unterstdre In Abbildung 3.6 ist dies am
Beispiel von Dubletten dargestellt.
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Abb. 3.6: Signalverlauf der Fluoreszenzdetektion beatypischen Zellen am Beispiel von
Dubletten.

Im Diagramm 1 wird dieses Signalverhaltnis gegen den DNA-Gelalt einzelnen

Zelle (PJ-Fluoreszenz) aufgetragen. So werden satlgpi Signalverlaufe erfasst. Durch

Setzen eines Gates kénnen atypische Zellen vonvelikeren Analyse ausgeschlossen

werden. Abbildung 3.6 zeigt Diagramm1 mit einemegeen Gate.
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Abb. 3.7: Diagramm 1, Coulter EPICS, 3.0: Signalvdauf der Fluorszenzdetektion gegen DNA-
Gehalt der Zelle, Einheiten der Fluoreszenz in arltrary units, gesetztes Gate.
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In Diagramm 2 wird die Zellzahl gegen den Uber die PJ-Fluoreaarmittelten DNA-
Gehalt dargestellt (siehe Abb. 3.8). Dies entspridgar Verteilung der Zellen im
Zellzyklus. Somit gibt die Grafik Auskunft Uber d&nstand der Population. Deutliche
Veranderungen sind Hinweis auf schwere SchadenemPbpulation, die zu einer
Storung der Proliferation fuhren. In der dargettall Abbildung befindet sich die
Uberwiegende Anzahl der Zellen in-Bhase.

Count
46 69 92

23

b " 288 2 4P@ 2 6B 2 8B@ 1908
PJ

Abb. 3.8: Diagramm 2, Coulter EPICS, 3.0: Zellzahgegen DNA-Gehalt (PJ-Fluoreszenz in
arbitrary units) der Einzelzelle
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Diagramm 3 zeigt den CPD-Gehalt (FITC-Fluoreszenz) gegenZdikzahl, also die
Anzahl von Zellen mit einer bestimmten Anzahl vonduzierten CPDs. Der
Fluoreszenzgehalt gibt damit das Ausmald der DNA&8igung der Zellen wieder. Da
im vorliegenden Experiment ein homologes Bestrajggteld verwendet wird, ist auch
ein ahnliches Schadensausmall der einzelnen Zellererwarten. Bei hdherem
Schadensausmald kommt es zur Rechtsverschiebungudes. In Abbildung 3.9 ist

dies dargestelit.

a3 14

Count
22

11

a a1 408 608 a8aa 1Béﬂ
FITC

Abb. 3.9: Diagramm 3, Coulter EPICS, 3.0: Zellzahgegen CPD-Gehalt (FITC-Fluoreszenz in
arbitrary units) der Einzelzelle
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Den DNA-Gehalt (PJ-Fluoreszenz) der Einzelzellegegeihren CPD-Gehalt (FITC-
Fluoreszenz) zeiddiagramm 4. Beispielhaft dargestellt ist eine Haufung vonlel
mit ahnlichem DNA- und CPD-Gehalt. Diese defr-Rhase. entsprechenden Zellen

werden durch das eingelegte Gate fur die Analysgewahlt.
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Abb. 3.10: Diagramm 4 Coulter Epics, 3,0: CPD-GehalFITC-Fluoreszenz) gegen DNA-Gehalt
(PJ-Fluoreszenz) der Zellen in arbitrary units, gestztes Gate zur Auswahl der Zellen in G
Phase.
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3.6 Bestrahlungsprotokolle

Im Folgenden sind die durchgefuhrten Bestrahlurasgolle aufgefuhrt. Die
entsprechende Zellpraparation wurde wie unter argestellt durchgefihrt. Es wurden
jeweils mehrere Messreihen durchgefuhrt.

3.6.1 Messung der dosisabhangigen Induktion

Zunachst wurde die dosisabhangige Induktion von €RiDrch unterschiedliche
Strahlenqualitaten direkt nach der Bestrahlung gsere Die eingesetzten Dosen
orientieren sich an der natirlichen terrestriscHgW-Strahlung der jeweiligen

Strahlenqualitat. Die Messungen erfolgten nachrBbeking mit folgenden Dosen:

UVA-Strahlung:

1. UVA Spot 2000:

Dosis: 100, 200, 400, 600, 800, 1000, 1200 kJ/m?

2. UVA-SSR: (LOT-Oriel-Sonnenlichtsimulator mit UVB-Filter)
Dosis: 100, 200, 400, 600, 800, 1000 kJ/m?

UVB-Strahlung:
TL12/20 mit Kodacell-UVA-Filter:
Dosis: 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000 J/m?

SSR-Strahlung:
LOT-Oriel-Sonnenlichtsimulator
Dosis: 10, 20, 40, 60, 80, 100 kJ/m?
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3.6.2 Messung der Reparaturkinetik strahleninduzieter CPDs

Zur Bestimmung der Reparaturgeschwindigkeit wurae Fduoreszenz der Proben im
Zeitverlauf gemessen. Dazu wurden insgesamt ackséfpunkte (t = 0-168 Stunden)
definiert. FUr die entsprechende Reparaturzeit eurdie Zellen im Nahrmedium im

Brutschrank inkubiert. Da bekannt ist, dass schgeschadigte Zellen Genschaden
langsamer reparieren als leicht geschéadigte (Qteeteal., 2000b), ist es notwendig,
Reparaturkinetiken nach quantitativ ahnlicher CRBuktion zu vergleichen. Aus der
dosisabhangigen Induktion ergeben sich Aquivaleseddeziiglich der CPD-Induktion

(siehe Ergebnisse Abb. 4.1 — 4.4). Im UVB-Bereiadlrden drei Kinetiken gemessen.
Dementsprechend wurden folgende Protokolle gewahlt:

UVA-Reparaturkinetik:

Strahlenquelle: UVA-Spot 2000

Dosis: 600 kJ/m?

Reparaturzeit (t) = 0, 6, 16, 24, 48, 72, 96, 1ath&en

UVB-Reparaturkinetiken:

Strahlenquelle: Philips TL12/20 mit UVA-Filter
Dosen: 50 J/m,200 J/m2 und 300/m?2

Reparaturzeit (t) = 0, 6, 16, 24, 48, 72, 96, 1ath&en

SSR-Reparaturkinetik:

Strahlenquelle: LOT-Oriel SSR

Dosis:100 kJ/m?

Reparaturzeit (t) = 0, 6, 16, 24, 48, 72, 96, 1ath&en
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3.6.3 Messung der Reparaturkinetik nach UVA-Vorbestrahlung

Zur Messung des Einflusses einer UVA-Vorbestrahlanf) die Reparaturkinetik der
Zelle, wurde die mittlere Fluoreszenz der Zellealag zum Vorgehen nach singularer
Bestrahlung gemessen. Zunachst wurde die Vorbéastigimit UVA (LOT-Oriel mit
UVB/C-Filter; Dosis 100kJ/m2) durchgefiihrt. Nacmesi 30-minitigen Pause erfolgte
die Nachbestrahlung mit SSR beziehungsweise UVBhR&ing. Es ergaben sich
folgende Protokolle:

SSR mit UVA-Vorbestrahlung — Reparaturkinetik:
Strahlenquellen: LOT-Oriel SSR mit UVB/C-FilterdibOT-Oriel SSR
Dosis(UVA): 100 kJ/m2; 30 min. Pause; Dosis(SSRP kJ/m?
Reparaturzeit (t) = 0, 6, 16, 24, 48, 72, 96, $6den

UVB mit UVA-Vorbestrahlung — Reparaturkinetik:
Strahlenquellen: LOT-ORIEL SSR mit UVB/C-Filtéthilips TL12/20 (UVB)
Dosis(UVA):100 kJ/m2; 30 min. Pause; Dosis(UVB): 300 J/m2
Reparaturzeit (t) = 0, 6, 16, 24, 48, 72, 96, $6den
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3.7 Zellpraparation

Die Zellbehandlung wurde fur alle Versuchsreiherenitsch entsprechend des

folgenden aufgefiuhrten Protokolls durchgefihrt.
3.7.1 Zellkultivierung

Kultiviert wurde die Zelllinie in Gewebekulturflasen (75cr) in 15 mL DMEM +10%
FKS bei 37°C und 5% CQOm Brutschrank. Ein Umsetzen der Zellen erfolgteeu
sterilen Bedingungen alle 3-4 Tage entsprechendalgenden Protokolls. Einmal pro
Woche wurde das Medium ausgewechselt.
Umsetzen der Zellen:
- Verwendete Losungen: DMEM + 10% FKS, EDTA 0,1%ypkin 0,1% im
37°C warmen Wasserbad aufwarmen
- Medium vom Zellrasen absaugen
- 2 mL EDTA zugeben, im Brutschrank fur 10 Minutekubieren
EDTA absaugen
- 1,5 mL Trypsin zugeben, im Brutschrank fir 5 Memwinkubieren
- Vereinzeln der Zellaggregate durch Pipettieren
- Zugabe von 9 mL DMEM, gut durchmischen
- Mit Neubauerz&dhlkammer Zellzahl bestimmen

- Einsaat von 2*10Zellen pro Kulturflasche
3.7.2 Einsaat der Zellen

Fir die Bestrahlung werden 2#°1bzw. 7*1¢ Zellen in 60/15mm bzw. 35/10mm
Petrischalen eingeséat. Diese werden bis zur @oiBgen Konfluenz kultiviert und so
durch Kontaktinhibition zur Synchronisation gebraddadurch kommt es zu einem
Proliferationsstop der Zellen. Die tUberwiegendelZir Zellen befindet sich somit in
der G-Phase.
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3.7.3 Zellpraparation nach Bestrahlung

Nach der Bestrahlung erfolgte die Zellpreparatioisgrechend des folgenden

Protokolls:

- DMEM von Zellkultur absaugen

- Zellen mit sterilem PBS +/+ bedecken (1mL beil®wmm PS,
2mL bei 60/15mm PS)

- Zellen 10 min vor Beginn der Messung auf Eis fege

- Zellen auf Eis bestrahlen

- Sofort nach der Bestrahlung oder nach entspregrerReparaturzeit
abtrypsinieren

- Zellen vom Boden ablésen, vereinzeln und in 2,99MEM aufnehmen

- Zellsuspension in beschriftete R6hrchen geben

- Petrischale mit 1,5 mL DMEM nachspiilen

- Auszahlen in Neubauerzahlkammer

- Zentrifugieren (10min, 150xg)

- Uberstand abgieRen

- Pellet aufschitteln

- Mit Ethanol (-20°C) auf 6,*510Zellen /mL einstellen

- Bei -20°C lagern
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3.7.4 Préaparation zur Antikdrperanfarbung

Die Praparation erfolgte entsprechend folgendenoRod:

Je 1mL Zellsuspension (6*10aus den eingefrorenen Proben entnehmen und
abzentrifugieren (10 min, 150xg)

Uberstand verwerfen, Pellet aufschtteln

Zellen in 1mL PBS -/- aufnehmen (20min, Raumterapg=RT)
Abzentrifugieren (10 min, 150xQ)

Zellen in 2mL 0,019%RNAse-L6sung aufnehmen (10 min, 37°C Wasserbad)
Abzentrifugieren (10 min, 150xg)

Zellen in 2mL kalte Pepsinlosun@gmmer frisch ansetzenjyaufnehmen
(20 min, 37°C Wasserbad), dann in Eiswasser inkabié& min)
Abzentrifugieren (10 min, 150xQ)

3mL eiskalte PBS -/dazugeben

Abzentrifugieren (10 min, 150xg)

Zellen in 2mL 2N HCL aufnehmen (10 min, RT)

Abzentrifugieren (10 min, 150xQ)

Zellen in 4 mL PBS -/- waschen

Abzentrifugieren (10 min, 150xg)

Zellen mit 4 mL PBS/BSA waschen

Abzentrifugieren (10 min, 150xQ)

Zellen in 10QiL (CPD uL/mL) inkubieren (2 Stunden bei RT, schiitteln)
Zellen in 1mL PBS-/- aufnehmen

Abzentrifugieren (10 min, 150xg), Uberstand guffernen

Zellen in 500uL PBS -/- und 7,AL Propidiumjodid (PJ) aufnehmen und in

Messrohrcheiberfihren



3 Material und Methoden

42

3.8 Material und Gerateliste

3.8.1 Verwendete Gerate

Begasbarer Brutschrank Cell Cultur Incubator, Quéshevielle, USA

Durchflusszytometer EPICS XL, Coulter, Krefeld

Software EPICS XL/XL-MCL Version 3.0, Coulter, &eld
Luftermodul VK 220 Axiallufter, Voltkraft, Minchre
Mikroskop Wilovert, Hund, Wetzlar

Neubauerzahlkammer Kdthe, Etzhorn

Reagenzglasschuttler VF 2, Janke & Kunkel, IKA ddbchnik, Staufen
Saugball/Pasteurpipetten Wilke & Witzel, Hamburg

Schttler KL 2, Edmund Buhler, Tabingen

Sterilbank BSB 4A, Gelaire Flow Laboratories, &akenbert,
Bremen

UV-Strahler UVA-Spot 2000, Dr. Honle, Martinsried

LOT-Oriel SSR, Oriel, Darmstadt
TL 12/20, Philips, Hamburg

UV-Filter UVB/C-Filter, Oriel, Darmstadt

UVA-Filter, Kodacel, Rochester, USA
Spektralradiometer FSM 150 Xe, Bentham, Berkslit€,
Wasserbad 1038, GFL Heraeus Instruments, Burgwede

Zentrifuge Labofuge 400e, Heraeus, Osterode
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3.8.2 Gebrauchswaren

Pateurpipetten
Petrischalen
Pipetten
Pipettenspitzen
PP-Rohrchen
Rundbodenréhrchen
Wagepapier
Zellkulturschalen
Zentrifugenrdhrchen

3.8.3 Chemikalien

Aceton

Aqua dest.
BSA

CaCb
DMEM-Pulver
EDTA

Ethanol

FKS

HCL

Isoton I

MgCl,

NaHCG;

NacCl

PBS-Tablets
Penicillin/Streptomycin
Pepsin

PJ

Proteinase K

RNAse
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Trypsin

Kothe, Oldenburg

Wilke & Witzel, Hamburg

Sarstedt, Wiesloch

Rudolf & Franke Labortechnik, Hangb
Rudolf & Franke Labortechnik, Hamburg
Becton Dickinson and Companigieteerg

Wilke & Witzel, Hamburg

Wilke & Witzel, Hamburg

Wilke & Witzel, Hamburg

Merck, Darmstadt

Baxter, Erlangen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Life Technologie, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Georg Hansen, Wrestedt
Biochrom Seromed, Berlin
Merck, Darmstadt

Pharmacia, Hilter

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Life Tecnologies, Eggemste
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Biochrom Seromed, Berlin
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3.8.4 Antikorper

Anti-Thymine Dimer (Klon KTM 53) - Kamiya Biomedit&ompany, Seattle, USA
Fluorescein (DTAF)-konjugiertes Ziege-Maus IgG abova GmbH, Hamburg

3.8.5 Nahr- und Gebrauchslésungen

BSA-Losung (1%) 1 gBSA, 100 mL PBS

DMEM 13,38 g DMEM-Pulver, 3,7g NaHGO
10 mL Penicillin/Streptomycin auf 1L Aqua dest
pH-Wert auf 7,0 einstellen und steril filtrieren

Lagerung bei 4°C, 50 mL FKS vor Verwendung zw@geb

EDTA (0,1%) 100 mg Titriplex lll, 100 mL PBS

Pepsinslosung 0,5g Pepsin, 97,5 mL Aqua destmP,2N HCL

PBS 9,6 g PBS, 900 mL Aqua dest., 10 mg Kalzidorah

PBS +/+ 1) 0,05 g MgGL6*H ,0, 2 Thl. PBS, 500 mL Aqua dest.

2) 0,132 g CaGl|2*H ,0, 500 mL Aqua dest.

Getrennt I6sen, anschlie3end vereinigen

RNAse (0,01%) 100 mg in 100 mL 0,1%PBS steril gelos

Lagerung bei -20°C, vor Gebrauch 1:10 verdinnen

Trypsin 0,5 g Trypsinpulver, 1,3 g (tri)Natriunrat-Dihydrat, 3,0g NacCl,
0,1 g EDTA, 5 mL Penicillin/Streptomycin (10 mgL),
500 mL Aqua dest., auf pH 7,8 einstellen.
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4 Ergebnisse

In die Auswertung einbezogen wurden nur Zellen,atitsprechend der Darstellung in
Material und Methoden gegatet wurden (vergl. 3a9p Zellen, die sich in der G1-
Phase des Zellzyklus befinden und somit einen lgggicDNA-Gehalt aufweisen. Die
Anzahl flusszytometrisch detektierter Zellen lagaiten Messungen Uber 10.000. Es
handelt sich bei den graphischen Darstellungeniiswen die Mittelwerte mehrerer

Messreihen. Verwendet wurde die Software OriginPy@fessional.

4.1 CPD-Induktion durch Bestrahlung mit UVA, UVB und SSR

Die CPD-Induktion in den HaCaT-Zellen ist in denbdungen 4.1 bis 4.4 dargestellt.
Die Grafiken zeigen jeweils fur die betreffendeaitenquelle die aus mindestens 3
Messreihen gemittelte flusszytometrisch quantifigeFluoreszenz pro Zellkern in
Abhangigkeit der eingesetzten Strahlendosis.

Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung wieda beachten sind die
unterschiedlichen Skalierung der Achsen zur bessgraphischen Darstellung. So ist
die Dosis in der Dosiseffektkurve fur UVB-Strahluimg J/m2 (Abb.4.4), bei den
anderen Strahlenquellen in kJ/m2 angegeben (Alibbi4.4.3). Es zeigt sich bei allen

Strahlenquellen eine dosisabhangige Schadensinduktt linearem Verlauf.
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Abb. 4.1: Dosiseffekt der CPD-Induktion durch UVA-Srahlung. Strahlenquelle: UVA-Spot 2000;
Dargestellt sind die Mittelwerte aus mind. drei Vesuchen. Die Fehlerbalken geben die

Standardabweichung an.
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Abb. 4.2: Dosiseffekt der CPD-Induktion durch UVA-Srahlung. Strahlenquelle: LOT-Oriel-
Sonnenlichtsimulator mit UVB/C Filter. Dargestellt sind die Mittelwerte aus mind. drei Versuchen.

Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.
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Abb. 4.3: Dosiseffekt der CPD-Induktion in HaCaT-Zdlen durch SSR. Strahlenquelle: LOT-Oriel-
Sonnenlichtsimulator. Dargestellt sind die Ergebnise aus mind. drei Versuchen. Die Fehlerbalken
geben die Standardabweichung an.
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Abb. 4.4: Dosiseffekt der CPD-Induktion durch UVB-Srahlung. Strahlenquelle: UVB-TL12/20.
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Dargestellt sind die Ergebnisse aus mindestens dréersuchen. Die Fehlerbalken geben die

Standardabweichung an.
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Zu beachten ist die unterschiedliche quantitativ@uktion. Dieser Unterschied wird
beim Vergleich der Steigung der Dosiseffektbezigjam deutlich. Dabei liegen die
beiden UVA Quellen (UVA-Spot und Oriel-SSR mit UMB#Filter) in ihrer Effektivitat
um vier GroéfRenordnungen, der UV-Sonnensimulator drmai Grdl3enordnungen
niedriger als die UVB-Quelle. Die beiden UVA-Quellenterscheiden sich mit einer
Steigung von 0,96 x 1%J (UVA Spot) und 0,77,x 1&/J(Oriel SSR mit UVB/C-Filter)

nur wenig in ihrer Effektivitat (siehe Tabelle 4.1)

Strahlenquelle Induzierte CPDs/J
UVA-Spot 2000 0,96 x 16
SSR LOT-Oriel mit UVB/C-Filter 0,77 x 10

SSR LOT-Oriel (sonnenlichtaquivalent) 0,59 X°10

UVB TL12/20 0,59

Tab. 4.1: Induzierte CPDs/J in Abhangigkeit von derStrahlenquelle

4.2 Reparaturkinetiken nach Bestrahlung mit UVA, UMB und SSR

Zur Ermittlung der Reparaturkinetik wurden die @sgtzen Strahlendosen so gewahilt,
dass das Mal3 an induzierten Schaden etwa gleichdaain héheres Schadensausmald
eine langsamere Reparatur bedingt. Dies ist im UBéBeich nachgewiesen (Greinert et
al. 2000). Fur UVA-Strahlung ist dieser Effekt riamachgewiesen, allerdings auch
nicht auszuschliel3en. Daher erscheint es zur less&rgleichbarkeit der Ergebnisse
auch hier sinnvoll ein &hnliches quantitatives Semsausmall zu betrachten. Die
Aquivalenzdosen wurden aus den oben dargestellsisBffektkurven ermittelt. Es

wurden zwei Vergleichspaare gewahlt.
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UVA Spot 2000, Dosis 600 kJ/m?
UVB TL12/20, Dosis 50 J/m?

SSR LOT-Oriel, Dosis 100 kJ/m?2
UVB TL12/20, Dosis 200 J/m?2

Zur graphischen Darstellung der gemessenen Repdradtiken wurden auf der y-
Achse die ermittelten Fluoreszenzwerte auf den Makvert zu Zeitpunkt t = 0
normiert. Dadurch entsteht eine prozentuale Auftinggbei der die unmittelbar nach
der Bestrahlung ermittelte mittlere Fluoreszenz @elle auf 100% ergibt. Die

Kinetiken kdnnen mit einer Exponentialfunktion dkerm

0 ) r Formel 4.1

beschrieben werden, wobei o Nden induzierten Gesamtschaden und d&en
verbleibenden (irreparablen) Schaden beschreilat.RRiparaturzeitkonstantegibt an,
nach welcher Zeit die reparablen Schaden auf elwemt von 1/e, also um 37%
abgesunken sind und stellt ein Mal3 fir die Gesadtiigkeit eines Reparaturprozesses
dar.

In Abb. 4.6 sind die Reparaturkinetiken nach Bddtrag mit Aquivalenzdosen fiir
UVA (600 kJ/m2) und UVB (50 J/m?) zur Veranschahbling gemeinsam dargestellt.
Die Reparaturkinetiken zeigen, dass sich die Répdapazitat nach UVA, mit einer
Reparaturzeitkonstanters 14,5 (+3,9) Stunden und nach UVB mit einer Rapar
zeitkonstanten = 16,5 (x2,4) Stunden nicht wesentlich untersaéteilan kann also
davon ausgehen, dass die Reparatur in diesem Rosisih flr beide Strahlenqualitaten

identisch ablauft.
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Abb. 4.6: Reparaturkinetiken von HaCaT-Zellen nachUVA-Strahlung (Strahlenquelle: UVA-Spot
2000, D=600kJ/m?) und UVB-Strahlung (StrahlenquelleTL12/20; D=50J/m?).
Reparaturzeitkonstanter. Dargestellt sind die Ergebnisse aus mind. drei Vsuchen. Die

Fehlerbalken geben die Standdardabweichung wieder.

Fur die Untersuchung der Reparaturkinetik nach rBeking mit dem UV-
Sonnensimulator wurde eine Dosis von 100 kJ/m? géwédnd mit einer CPD-
Aquidosis von 200 J/m2 UVB verglichen. In Abb. 4sihd die Reparaturkinetiken

dargestellt. Fur beide Strahlenqualitdten ergah sine Reparaturzeitkonstante von
20,6 (= 1,6) Stunden.
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Abb. 4.7: Reparaturkinetiken von HaCaT-Zellen nachSSR (Strahlenquelle: LOT-Oriel-
Sonnenlichtsimulator; Dosis: 100kJ/m?2) und UVB-Stralung (Strahlenquelle TL12/20; Dosis:
200J/m2). Reparaturzeitkonstantet. Dargestellt sind die Ergebnisse aus mindestensair
Versuchen. Die Fehlerbalken geben die Standardabwaiung wieder.

Die Reparaturzeitkonstanten fur UVB-Strahlung lggrasomit 16,5 (x2,4) Stunden fur
UVB 50 J/m? und 20,6 (x 1,6) Stunden fur UVB200 2/iie Bestrahlung der Zellen
mit verschiedenen UVB-Dosen (50 und 200 J/m?) bigstsomit den bekannten Effekt,
dass sich mit ansteigender Anzahl an induziertesiob&n die Reparatur verlangsamt.
Vergleicht man jedoch verschiedene UV-Strahlentitain (UVA, SSR und UVB) bei
gleichem Schadensmal3, so sind die ermittelten Bepaeiten anndhernd gleich.

Beim Einsatz von UVB, UVA oder sonnenahnlicher UwvaBlung scheint also nur die
Anzahl der induzierten CPDs einen Einfluss auf Reparaturzeitkonstante zu haben,
nicht aber die Strahlenqualitat. In einer kirzleischienenen Arbeit wird dagegen von
einer im Vergleich zu UVB-Bestrahlung verlangsamt&eparatur nach UVA-
Bestrahlung berichtet (Mouret et al., 2006). FlUesdi Diskrepanz konnte der
erythemgewichtet geringe UVA-Anteil der hier eingizsen UVB-Quelle, der zwar nur
einen sehr kleinen Teil zur CPD-Induktion beitrédier Gber andere Mechanismen die

Reparatur beeinflussen kénnte, verantwortlich sein.
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4.3 Reparaturkinetik nach kombinierter Bestrahlung

Um zu untersuchen, ob eine UVA-Vorbestrahlung einBinfluss auf die

Reparaturkapazitat von Zellen nach einer UVB bzWRSEXxposition hat, wurden
Zellen mit 100 kJ/m2 UVA (Oriel-SSR mit UVB/C Filfevorbestrahlt und 30 Minuten
im Brutschrank inkubiert. Dann erfolgte die Beshualg mit 100 kJ/m2 SSR oder 300
J/m2 UVB. Die Induktion an CPDs durch die UVA Vost@hlung ist sehr gering (vgl.
Abb. 4.2). Somit ist die Anzahl der Schaden im W& zur singularen Bestrahlung
nur minimal erhoéht. Die Darstellung erfolgt analogr singularen Bestrahlung in den
Abbildungen 4.8 und 4.9. Zur Veranschaulichung sthe Kinetiken jeweils ohne

Vorbestrahlung mit aufgetragen.

m  UVA (100 kJ/m?) + SSR (100 kJ/m?) -

1=34,1 (+/-7,2) h -
OSSR (100 ki/m?) .
T =20,6 (+/-1,6) h

relativer Schaden [%]
3
1

— 71 ‘*+ T T ' T ‘'t T ‘' T ‘' T T+t T T T 7 1
-20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Reparaturzeit [h]

Abb. 4.8: Reparaturkinetik nach Bestrahlung mit SSR(Strahlenquelle: LOT-Oriel-
Sonnenlichtsimulator; Dosis: 100kJ/m?2) und Vorbestahlung mit UVA-Strahlung (Strahlenquelle:
LOT-Oriel-Sonnenlichtsimulator mit UVB/C-Filter; Do sis: 100kJ/m?). Zum Vergleich dargestellt
Reparaturkinetik nach isolierter SSR (Dosis: 100kim?); (vergl. Abb. 4.7). Reparaturzeitkonstante

7. Dargestellt sind die Ergebnisse aus mind. drei Yeuchen. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichun wieder.
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m  UVA (100 kd/m2) + UVB (300 J/m?)
1=29,7 (+/-2,4) h

O UVB (300 J/m?) 7
7 1=21,3 (+-0,96) h 7
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Abb. 4.9: Reparaturkinetik nach Bestrahlung mit UVB-Strahlung (Strahlenquelle TL12/20; Dosis:
300J/m2) und Vorbestrahlung mit UVA-Strahlung (Strahlenquelle: LOT-Oriel-
Sonnenlichtsimulator mit UVB/C-Filter; Dosis: 100kJm32). Zum Vergleich dargestellt
Reparaturkinetik nach isolierter UVB-Bestrahlung (Strahlenquelle TL12/20; Dosis: 300J/m?).
Reparaturzeitkonstantet. Dargestellt sind die Ergebnisse aus mind. drei Ysuchen. Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung wieder.

Wie aus Abbildung 4.8 zu entnehmen, kommt es dembk UVA Vorbestrahlung zu
einer Verlangsamung der Reparatur nach einer Bdgiig mit SSR. Die
Reparaturzeitkonstante erhoht sich von 20;6 (x 1,6) Stunden nach singular
Bestrahlung auf 34,1 (x 7,2) Stunden nach komibimieBestrahlung. Auch die
Reparaturzeit nach UVB Bestrahlung erhdht sich hl@ioe UVA-Vorbestrahlung mit
einer Erhéhung der Reparaturzeitkonstantervon 21,3 (x 0,96) Stunden nach
singularer Bestrahlung auf 29,7 (+ 2,4) Stunderhramnbinierter Bestrahlung (s. Abb.
4.9).
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5 Diskussion

5.1 CPD-Induktion nach Bestrahlung mit UVA, UVB und SSR

In den durchgeflihrten Experimenten konnte eine sab$iangig linear ansteigende
Induktion von CPDs durch alle verwendeten Strahlahitiiten gezeigt werden.
Wahrend die CPD-Induktion durch UVB-Strahlung gatimgewiesen ist, konnte erst in
jungerer Zeit deren Induktion durch UVA-Strahlureggigt werden (Courdavault et al.,
2004; Mouret et al., 2006). Dies ist von besond@&edeutung, da die CPDs, wie
einleitend dargestellt, eine besondere Rolle in daktuellen Modellen der
Karzinogenese kutaner Tumore einnehmen. Quantiwegnden durch UVA-Strahlung
und SSR deutlich weniger CPDs induziert, als dlwdB-Strahlung. Betrachtet man
die Steigung der Dosiseffektkurven, so sind dig kierwendeten UVA-Quellen vier
und der UV-Sonnensimulator (SSR) um drei Grél3enordan weniger effektiv als die
UVB-Quelle (s. Abb 4.5). Dieser wellenlangeanbhgedunterschied steht in Einklang
mit bekannten Aktionsspektren fir CPDs (Freemaralet 1989) sowie dem CIE
Erythemspektrum (CIE, 1999).

Der Mechanismus, der der Induktion von CPDs durbfAtbtrahlung zu Grunde liegt,
ist noch nicht bekannt. Im Vergleich zu UVB zeiggVA-induzierte Schaden ein
anderes Verteilungsmuster entlang der DNA (Beserargt al. 2005). Auch in der
Induktion der verschiedenen Pyrimidindimere findgch Unterschiede. Durch UVA
werden, bezogen auf alle induzierten Dipyrimidimét, ca. 80% mehr Thy-Thy-Dimere
induziert als nach UVB-Bestrahlung (ca. 40%). Img&esatz zu UVB-Strahlung
werden durch UVA keine 6-4PPs erzeugt (Courdavaulal., 2004; Mouret et al.,
2006). Diese Daten weisen darauf hin, dass der Wedingten CPD-Induktion ein
anderer Mechanismus zugrunde liegt. Diskutiert wirgin zur direkten
Photodimerisierung durch UVB-Strahlung alternatif?sozess der Uber einen Triplet-
Energietransfer ablauft, in den bisher nicht idenérte intrazellulare Chromophore
involviert sind (Cadet et al. 2005).

Die fur die Induktion von CPDs verwendeten physgcien Dosen fur UVA von
maximal 1200 kJ/m? (UVA-Spot 2000) wund 1000 kJ/mLOT-Oriel-
Sonnenlichtsimulator mit UVB/C-Filter) entsprechetwa der taglichen erdnahen
UVA-Dosis an einem Sommertag in England (54° NdRiffey, 1998) Der gewahlte
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Dosisbereich ist deshalb physiologisch relevant esdwird deutlich, dass schon
deutlich geringere UVA-Dosen eine messbare Anzal€RDs erzeugen kénnen.

Die herausragende Bedeutung von CPDs als wichtigglagener Schaden bei der
Entstehung von Hautkrebs wurde einleitend bescénidlergl. Einleitung 2.3). UVA-
Strahlung ist somit als komplettes Karzinogen aekas. Insbesondere vor diesem
Hintergrund kommt dem Vergleich der Reparaturkagéan besondere Bedeutung zu.

5.2 Reparatur nach Bestrahlung mit SSR, UVA- und UB-Strahlung

Alle hier untersuchten Reparaturkinetiken konnent miner Exponentialfunktion
beschrieben werden. charakterisiert dabei die Reparaturzeitkonstamig stellt ein
Mal3 fur die Geschwindigkeit eines Reparaturprozedse. In friheren Untersuchungen
konnte fur die Reparatur von UVB-induzierten CPDmee schadensabhangige
Verlangsamung der Reparatur gezeigt werden. DESekt wird auf Schadigungen der
Zelle und ihrer Enzyme zurtickgefuhrt (Greinertle2800b). Ein solcher Effekt zeigte
sich auch in den hier durchgefiihrten Versuchen na¥¢B-Bestrahlung. Nach einer
Dosis von 50 J/m2 wurde eine Reparaturzeitkonstaote 16,5 Stunden gemessen
wurde, nach einer grof3eren Dosis von 200 bzw. 868 und somit grol3eren Anzahl an
Schaden erhdht sich die Reparaturzeitkonstant2®@8fbzw. 21,6 Stunden.

Zur Untersuchung moglicher Unterschiede in der Repa von UVA- und UVB-
induzierten CPDs wurden Reparaturkinetiken bei G®Divalenzdosen gemessen, um
den Einfluss des Schadensgehaltes auf die Repgeatinwindigkeit auszuschliel3en.
Die ermittelten Reparaturzeitkonstanten von 14,8 16,5 Stunden nach Bestrahlung
mit 600 kJ/m2 UVA und 50 J/m2 UVB unterscheiderhaiicht signifikant (siehe. Abb:
4.6). Dies steht im Gegensatz zu Daten von Mouret.2006, die andeuten, dass 48
Stunden nach UVA-Bestrahlung 72% der Schaden nootpariert vorliegen, wahrend
das Schadensmald nach UVB-Bestrahlung zu diesenpuBktt bereits auf 55%
abgesunken ist. Allerdings zeigen die von den Aaniobeschriebenen Daten im
Gegensatz zu einer Vielzahl anderer Veroffentliggam (z. B. Bykov et al., 1999;
Young et al., 1996; Freeman 1988) keinen exponenid&/erlauf, sondern ein linear
mit der Zeit abfallendes Ausmall des Schadeksme Erklarung fir die
unterschiedlichen Ergebnisse kdnnte der EinsaterandJVA- bzw. UVB-Quellen und
Bestrahlungsdosen sein. Der Vergleich der Repdiattik nach Exposition der Zellen
mit CPD-Aquivalenzdosen von 100 kJ/m2 SSR (mit gineohen UVA-Anteil von
98%) und 200 kJ/m2 UVB zeigte ebenfalls keine Wstbiede. Beide Kinetiken kdnnen
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mit einer Reparaturzeitkonstanten von 20,6 h bésobn werden (siehe. Abb. 4.7). Die
CPD-Reparaturkinetik andert sich also nur in Abhgkgt vom Ausmald der
Schadigung. Die Strahlenqualitat, die zur Induktaer CPDs verwendet wurde, hat

dagegen keinen Einfluss.
5.3 Reparaturkinetik nach kombinierter Bestrahlung

Der Einfluss einer UVA-Vorbestrahlung wurde sowdtit UVB- als auch fir SSR-
induzierte CPDs untersucht. Es konnte gezeigt werdass eine Vorbestrahlung mit
UVA (100kJ/m?) 30 Minuten vor der Hauptbestrahluregne Reduktion der
Reparaturkapazitat der Zellen hervorruft. Diesdelgfist unabhangig davon, ob die
Nachbestrahlung mit UVB oder SSR durchgefuhrt wuiie Reparaturzeitkonstante
verlangert sich um 9 (UVB) bzw. 13,4 (SSR) Stundeie zusatzliche
Schadensinduktion durch die UVA-Vorbestrahlung esitsprechend der ermittelten
mittleren Fluoreszenz pro Zellen von 4,8 nur sehing (vgl. Abb. 4.2) und erhoéht die
insgesamt induzierte Anzahl an Schaden nur so wedaps die verlangerte
Reparaturzeit nicht durch eine Schadensmall bediny&ringerung der
Reparaturkapazitat erklart werden kann. Eine Sitggan der NER beteiligten Enzyme
durch die minimal erhéhte Anzahl an CPDs durchUM&-Vorbestrahlung ist nicht zu
erwarten. Da aul3erdem gezeigt werden konnte, déssittluzierte CPDs in gleicher
Geschwindigkeit wie UVB-induzierte repariert werdest auch der Einfluss durch eine
maogliche UVA-spezifische Induktion schwer reparab@®PDs auszuschlieRen. Auch
ein Einwirken anderer UVA-spezifischer SchaderB.zoxidative Basenmodifikationen
wie das 8-0xoG oder oxidative L&sionen an andesdistzukturen, miusste bereits nach
einer singuléren UVA-Bestrahlung zu einer verlang®s Reparatur der CPDs fuhren.
Dies ist nicht der Fall.

Die Ursachen missen also anderer Natur sein. Esiérgpielt der Zeitpunkt der
Bestrahlungsfolge eine wichtige Rolle. Zwischen d@iden Bestrahlungen lag eine
Pause von 30 Minuten in der Reparaturprozesse lanmiereung verschiedener UVA-
induzierter DNA-Schadden begonnen werden. In diesefeit finden
Zellstrukturverdnderungen  statt, die  mdglicherweisbedingen, dass die
Nachbestrahlung in eine besonders vulnerable FBHiseSo ist denkbar, dass laufende
UVA-Reparaturprozesse  flr UVA-spezifische Schadenwie Z. B.
Basenexzisionsreparatur oder Doppelstrangbrucrakpardie Reparatur benachbarter

neu induzierter CPDs verzogern.
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Eine besondere Bedeutung kénnte auch der Chrortratithg der DNA zukommen.
Die DNA liegt in den Zellen nicht in nackter Fornory sondern bildet mit den
Histonproteinen Nucleosomen, die sich mehrfacha#fpmmig anordnen. Daraus
ergibt sich eine strukturell dicht gepackte DNAAbD. 5.1).
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Abb. 5.1: Cromatinstruktur

Diese Struktur ist sehr wichtig, da die Verteilumgluzierter CPDs von der lokalen
Chromatinstruktur abhéngig ist (Pehrson und Coli®82; Schieferstein und Thoma,
1996, Pfeifer, 1997). Es wurde ein regelmaRigestelangsmuster UV-induzierter
Pyrimidindimere entlang der DNA gezeigt, das vetioatauf der Lagebeziehung zu
den Histonproteinen beruht (Gale et al., 1987).IAdie Reparaturgeschwindigkeit ist
von der Chromatinstruktur abhangig (Smerdon undnid01990). Lasionen am nicht
transskribierten Strang zeigen eine groBe Hetertdgenhinsichtlich ihrer
Reparaturzeiten. Es wird ein direkter Zusammenhanog Zugéanglichkeit durch
Reparaturenzyme vermutet (Wellinger und Thoma, 1@89éhe Abb.5.2).
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Es konnte gezeigt werden, dass die GeschwindigleitReparatur von 6-4PPs in
vitro in eng liegenden Nukleosomen auf 10% der Gesuligkeit frei liegender
DNA absinken kann (Hara et al., 2000).

Auch die fur die Reparatur entscheidende Nuklegtitonsreparatur (NER) ist auf
eine Umstrukturierung des Chromatins angewiesen.dBe an der NER beteiligten
Enzymen handelt es sich um relativ grol3e Proteiqtexe, die vermutlich nur Zugang
zur DNA bekommen konnen, wenn eine Lockerung derro@htinstruktur
stattgefunden hat. Abbildung 5.2 zeigt mogliche dl@ationen UV-induzierter

Lasionen und Konfirmationsédnderungen des Chromatins
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Abb. 5.2: DNA-Lasionen in Lagebziehung zu Nukeosomeund Chromatinstrukturdnderungen:
DNA-Lasion rot, Histonoktamere blau, DNA schwarz, Ekennungsprotein gelb.
Chromatinumstrukturierungen kdnnten zur besseren Zwganglichkeit der Lasion fuhren. Eine
Positionsanderung des Histonoktamers um 5 Basenpaa(bp) fuhrt zur ,Prasentation” der Lasion.

Die Umstrukturierung des Chromatins beginnt sofath der Bestrahlung. So konnten
Yu und andere nachweisen, dass bereits 10 Minuaeh einer UV-Bestrahlung das
Niveau der Histon 3-Acetylierung ansteigt (Yu et aD05). Demzufolge fallt die
Nachbestrahlung in eine Phase, in der eine Umsitriekting des Chromatins
stattgefunden hat oder noch stattfindet. Dies k&vatrschiedene Folgen haben. Zum
einen konnten die induzierten Lasionen sich an r@mdeoki der DNA befinden und
somit einer Reparatur schlechter zuganglich seimm Z&nderen ist eine quantitativ
hohere Induktion von DNA-Schéaden mdoglich. Da in derliegenden Versuchen nach
UVA-Vorbestrahlung keine erhdhte Induktion von CRi2®bachtet wurde, miisste sich
der Effekt auf andere Lasionen beziehen. So emstbhispielsweise in freier DNA die
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hier nicht erfassten 6-4PPs etwa sechsmal so haukgin nukleosomaler DNA
(Mitchell et al. 1990b). Es lage also ein insgesaiitieres Schadensausmal’ vor, das
hier nicht erfasst wurde und dennoch zu einer Vigdamung der Reparatur gefuhrt
haben konnte. Andererseits koénnten bereits Prozesse Wiederherstellung des
Chromatins aktiv sein und gegenlaufige ProzessedigeEntwindung der DNA die
Reparatur der neu induzierten CPDs behindern.

Um den Mechanismus der verlangsamten Reparatualdéfen, sind weitere Versuche
notwendig. So sind Arbeiten notwendig, um die Aljigkeit des Effektes vom
Zeitraum zwischen Vor- und Hauptbestrahlung oden \der Strahlenqualitat zu
untersuchen.

Wie die Befunde bei Xeroderma pigmentosum PatienténNER-Reparaturdefizienz
eindricklich zeigen, kann jede Verschlechterung Beparaturkapazitat zu einem
erhohten Risiko an einem kutanen Karzinom zu eRlearnfihren (vergl. Einleitung:
1.2.3.2). Insbesondere angesichts der Tatsachs,inlader Arbeit nur physiologische
Strahlendosen verwendet wurden, gewinnen die Bédlagen eine Bedeutung fur ein
zu empfehlendes Expositionsverhalten der BevollgriBo sollte ein konsequenter
Schutz gegen UVA-Strahlung empfohlen werden. Inshésre bei der Verwendung
von Sonnenschutzpraparaten sollte auf eine Braitbakung auch im UVA-Bereich
geachtet werden.

Darlberhinaus simuliert die durchgefuhrte Bestnadplumit SSR nach einer UVA-
Vorbestrahlung einen Solariumbesuch mit anschlid®@enSonnenbad. Eine derartige
Exposition fuhrt somit zu einer verlangsamten Reparder induzierten CPDs. Die
gezeigten Ergebnisse unterstiitzen die EmpfehlungVWdEO und der Deutschen
Strahlenschutzkommission (SSK, 2001; WHO, 2007)laigm zu kosmetischen
Zwecken nicht zu nutzen, da UVA-Strahlung bei dertsiehung von Hautkrebs

offensichtlich eine gro3ere Rolle spielt als bistuegenommen.



5 Diskussion 60

5.4 Schlussfolgerungen

1. UVA-Strahlung im physiologischen Dosisbereichdumiert in humanen
Keratinozyten eine relevante Anzahl CPDs und istkaimplettes Karzinom zu
betrachten.

2.  Durch unterschiedliche Strahlenqualitdt (UVA, BIVSSR) induzierte CPDs
werden von humanen Keratinozyten in gleicher Gesuttigkeit repariert, sofern
das Gesamtschadensausmal} vergleichbar ist.

3. Nach einer niedrigdosierten Vorbestrahlung mWAL) verlangsamt sich die
Reparatur UVB- bzw. SSR-induzierter CPDs in human€aratinozyten
gegenuber einer Einzelbestrahlung gleicher Doteyaat.

4. Die Ergebnisse haben Bedeutung fir ein zu engifdhs Expositionsverhalten
der Bevolkerung. Eine UVA-Exposition sollte vermeed werden. Von der

Solarienbenutzung aus kosmetischen Grinden istatieru
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6 Zusammenfassung:

Maligne Tumore der Haut stellen die haufigste Kfetts des Menschen dar. lhre
Inzidenz ist in den letzten Jahren stark steigeval nicht zuletzt auf ein verandertes
Strahlenexpositionsverhalten zurlckgefihrt wird. nKien die Mechanismen der
Karzinogenese auch bislang nicht abschlieRend gek&rden, ist die Rolle von UV-
Strahlung in der Tumorentstehung unbestritten. Boblusselrolle nimmt dabei das
UV-induzierte Cyclobutanpyrimidindimer (CPD) ein. athdem lange Zeit
ausschlie3lich UVB-Strahlung flr die Induktion égiesDNA-Schadens verantwortlich
gemacht wurde, mehren sich in jungerer Zeit diewdise fur eine Beteiligung von
UVA-Strahlung. Kommt es nicht zur vollstandigen wdrekten Reparatur der Lasion,
konnen UV-spezifische Mutationen auftreten, die Hauttumoren nachgewiesen
wurden. Der CPD-Reparaturkapazitat der Zelle koswntit nach UV-Bestrahlung eine
zentrale Bedeutung zu.

In der vorliegenden Arbeit wurde in immortalisiertenenschlichen Keratinozyten
(HaCaT) die Induktion von CPDs durch verschiedenéStrahlenqualitaten (UVA,
UVB und solare UV) unter Verwendung eines fluoregzearkierten monoklonalen
Antikdrpers durchflusszytometrisch quantifiziertpwse der Einfluss einer UVA-
Vorbestrahlung auf die CPD-Reparaturkapazitat sotert.

Es konnte eine relevante Induktion von CPDs durciAi$trahlung in einem
physiologischen Dosisbereich gezeigt werden. Waiterwurde eine deutliche
Verlangsamung der CPD Reparatur der Zellen nach Adgestrahlung und
Nachbestrahlung mit UVB- beziehungsweise sonnergierl UV-Strahlung
nachgewiesen. Dieser Effekt konnte auf UVA-induzer Veranderungen der
Chromatinstruktur beruhen. Auch ein Einfluss geratdaufender UVA-spezifischer
Reparaturprozesse ist nicht auszuschliel3en.

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Vensaogebnisse weisen darauf hin,
dass UVA-Strahlung bei der Hautkarzinogenese eimghtige, bisher unterschatzte
Rolle spielt. In Empfehlungen an die Bevdlkerungnz&xpositionsverhalten sollte
deshalb verstarkt auf einen konsequenten Schutzh awr UVA-Strahlung,
hingewiesen werden. Setzt man die UVA-Vorbestrafplunit der Nutzung eines
Solariums gleich, so wuirde sich der schadigendefekEfeines anschlielRenden
Sonnenbades verstarken. Unter diesem Gesichtspgsinkbn einer Solariumnutzung

abzuraten.
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