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1 Einleitung

Haut und Sonne

Als Grenzorgan des menschlichen Organismus ist die Haut in besonderem Malie
Umwelteinflussen ausgesetzt. Unter den vielfaltigen Arten von Strahlen spielt das
Sonnenlicht eine herausragende Rolle, weil wir standig einer mehr oder weniger
starken Exposition durch die Strahlung der Sonne und klnstlichen Lichtquellen (z.B.
Solarium, UV-Therapie) ausgesetzt sind. Im Gegensatz zur AulRenflache von z.B.
empfindlichen, technischen Geraten stellt die Haut keine Grenzflache, sondern eine
Grenzschicht dar, in die die UV-Strahlung bis zu Uber einen Millimeter tief eindringen
kann. Der Einfluss ultravioletter Strahlung auf die Haut hangt in erster Linie von der
Fahigkeit der in der Haut gelegenen Moleklle und Zellstrukturen ab, Lichtquanten
bestimmter Wellenlangen zu absorbieren. Neben den bekannten wohltuenden und
entspannenden Wirkungen der Sonnenstrahlen, fuhrt ein zu ausgiebiges
»~oonnenbad zu akuten und nach langjahriger UV-Exposition auch zu chronischen
Schaden der Haut. Insbesondere das in den letzten Jahren veranderte
Freizeitverhalten der Bevolkerung birgt ein stark erhohtes Risiko fur Strahlenschaden
der Haut, wie die ansteigende Inzidenz von epithelialen und nicht-epithelialen
Hauttumoren zeigt.

Neben der Kausalitat von UV-Strahlen fur das Auftreten von Hauttumoren ist bereits
seit der Antike der positive Einfluss von ultravioletter Strahlung auf verschiedene
Hauterkrankungen bekannt. Die Phototherapie ist heute eine wichtige Saule der
modernen dermatologischen Therapie. Bereits 1903 erhielt Niels Finsen den
Nobelpreis fur die Einfihrung der Phototherapie in der Behandlung der
Hauttuberkulose und legte damit den Grundstein fur die heutige Anwendung von
UVA- und UVB-Strahlung in der Behandlung dermatologischer Krankheitsbilder.
Nachdem man bereits 1923, zu Zeiten der Etablierung der UVB-Therapie in der
Behandlung der Psoriasis, erkannte, dass der therapeutische Effekt einer
ultravioletten Behandlung eng mit der phototoxischen Wirkung verbunden ist,
beschaftigte man sich in den vergangenen Jahren ausgiebig mit der Erforschung des
Wirkspektrums der verschiedenen Wellenlangen. So fanden Parrish und Jaenicke
1981 fur die antipsoriatische Therapie einen maximalen Effekt und eine minimale
erythematogene Wirkung bei einer Wellenlange um 311 nm heraus und legten damit
den Grundstein fur die UVB-Schmalspektrum Behandlung. Sie ist heute fester

Bestandteil der Phototherapie. In wissenschaftlichen Arbeiten ist bereits ein breites



1 Einleitung

Indikationsspektrum mit hoher therapeutischer Effektivitat fir die UVB-
Schmalspektrum Therapie belegt. Im Vergleich zur UVB-Breitband Bestrahlung (280-
320 nm) werden bei der UVB-Schmalspektrum Bestrahlung 5- bis 15-fach hohere
UV-Dosen eingesetzt. Da sie in zunehmendem Malie die UVB-Breitband Therapie
und zum Teil auch die PUVA-Therapie ersetzt, ist das karzinogene Potential der
UVB-Schmalspektrum Therapie im Vergleich zu anderen UV-Therapien von
wissenschaftlichem Interesse und derzeit Gegenstand intensiver Untersuchungen.
Daraus resultiert ein Bedarf an Testmethoden, mit denen UV-vermittelte DNS-
Schaden quantitativ und qualitativ bestimmt werden kénnen. Der Mikronukleustest
gehort zu den haufig angewandten Nachweisverfahren zur Identifizierung der
unterschiedlichen genotoxischen Potentiale einzelner Agenzien. Gegenuber anderen
Nachweisverfahren ist er einfach durchfuhrbar, preiswert und ohne grofen
apparativen Aufwand. Darlber hinaus ist dieses Verfahren sowohl im in vitro als
auch im in vivo Test anwendbar. Uber Ursprung und Genese der Mikronukleus-
entstehung sind vereinzelte Arbeiten veroffentlicht worden. Die meisten Ergebnisse
basieren auf Daten, die anhand von Lymphozyten gewonnen wurden. Diese gelten
als sehr empfindlich und leicht kultivierbar. Sie stellen jedoch in vivo nicht das Ziel
der ultravioletten Strahlung dar. Es erscheint daher sinnvoll, Keratinozyten der Haut,
die primar der ultravioletten Strahlung ausgesetzt sind, fur wissenschaftliche Arbeiten
zur Erforschung der Wirkung beziehungsweise Schadigung von UV-Strahlung zu

verwenden.

Ziele dieser Arbeit sind:

1. Die Etablierung des Mikronukleustests an humanen Keratinozyten

2. Die Untersuchung des genotoxischen Potentials einer Breitspektrum-UVB
Bestrahlung im Vergleich zu einer Schmalspektrum-UVB-Bestrahlung an humanen

Keratinozyten



2 Grundlagen

2.1. Aufbau und Funktion der Haut

Die Haut ist das grofte Organ des menschlichen Korpers und besitzt bei einem
durchschnittlichen Erwachsenen eine Gesamtflaiche von 1,5 - 2 m?, ein Gewicht
von ca. 3 kg und eine Dicke von 1,5 bis 4 mm je nach Koérperregion. Sie erfullt
lebenswichtige Funktionen fur den menschlichen Organismus. Hinzu zahlen z. B.:
(1) Schutz vor chemischen, physikalischen (UV-Strahlung) und mikrobiellen
Einwirkungen von auflen; (2) Homoostase des Wasserhaushalts und
Konstanthaltung der Korpertemperatur durch Warmeabgabe sowie
Verdunstung von Schweil und Wasser; (3) Sinnesorgan der Peripherie mit
verschiedenen Rezeptoren und freien Nervenendigungen fur unterschiedliche
Reize wie Beruhrungs-, Temperatur- und Schmerzwahrnehmung sowie (4) die
Vermittlung immunstimulatorischer Effekte durch antigenprasentierende Zellen
in der Epidermis und andere.

Der Aufbau der Haut gliedert sich in zwei histologisch gut zu differenzierende
Schichten, (1) die Epidermis und (2) die Dermis mit der sich anschlieRenden
Subkutis.

Epidermis

Str. corneum
Str. granulosum
Str. spinosum

Str. basale

Dermis

Str. papillare

Str. reticulare

Abb. 1: Aufbau der Haut

Die Epidermis, als externe Begrenzung zwischen Organismus und Umwelt, ist ein
mehrschichtiges, verhornendes Plattenepithel, dessen Dicke in Abhangigkeit von

Lokalisation, Alter und Geschlecht zwischen 30 und 300 um variiert. Die Zellen der

3
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Epidermis setzen sich zu 90 - 95 % aus Keratinozyten zusammen. Sie entstehen
aus den Zellen des Stratum basale. Ein Keratinozyt durchlauft verschiedene
Differenzierungsstadien und charakterisiert mit seiner Morphologie die jeweilige
Schicht der Epidermis. Histologisch lassen sich das Stratum spinosum, mit
seinen stachelig wirkenden, zunehmend abflachenden Zellen, das Stratum
granulosum, gepragt von intrazellularen Keratohyalingranula und das Stratum
corneum, mit seinen flach und fest gepackten, kernlosen Keratinozyten
voneinander abgrenzen. Die Entwicklung der terminalen epidermalen
Differenzierung der Keratinozyten beansprucht einen Zeitraum von 4 - 5 Wochen.
Neben den Keratinozyten kommen in der Epidermis in wesentlich geringerer Zahl
weitere Zelltypen vor, die Melanozyten, Langerhanszellen und Merkel-Zellen.

Die melaninproduzierenden Melanozyten sind im Stratum basale der Epidermis
lokalisiert. Etwa jede 5. bis 8. Zelle in der Basalschicht ist ein Melanozyt. Unter
dem Einfluss der UV-Strahlung bilden sie vermehrt Melanin und ,verpacken® es in
Melanosomenkomplexe, die Uber dendritische Melanozytenauslaufer an die
Keratinozyten weitergegeben werden. Das Melanin wird in den Keratinozyten
kappenartig Uber dem Zellkern angeordnet, um so die DNS vor den einfallenden
UV-Strahlen zu schitzen. Ein Melanozyt und 36 Keratinozyten bilden zusammen
eine ,epidermale Melanin-Einheit".

Die Versorgung der Epidermis, die selbst keine Gefalde enthalt, erfolgt durch
Diffusion von der darunterliegenden Dermis, die besonders im oberen Anteil sehr
gefalireich ist.

Die Dermis bildet das bindegewebige Gerust der Haut. Sie ist durch eine komplex
gebaute Junktionszone mit der Epidermis verbunden. Das Bindegewebe setzt sich
aus verschiedenen Zellen wie z.B. Fibroblasten, Histiozyten und Mastzellen sowie
Bindegewebsfasern (Kollagen-, Retikulin- und Elastinfasern) zusammen. Die
einzelnen Bestandteile sind eingebettet in eine gelartige Grundsubstanz, deren
Gerust Proteoglykane bildet. Die Dermis enthalt ein verzweigtes System von
Blutgefal’en, sowie sensiblen und vegetativen Nervenfasern. Sie lasst sich
histologisch gliedern in ein fein strukturiertes Stratum papillare und ein grob
strukturiertes Stratum reticulare mit kraftigen Kollagenfaserbindeln und
elastischen Fasern, in deren Tiefe sich als integraler Bestandteil der Haut die
Adnexe (Haarfollikel, Talgdrisen, apokrine und ekkrine Drisen) finden. Die

Dermis grenzt an die Subkutis. Diese besteht aus Fettgewebe, das durch locker,

4



2 Grundlagen

lamellar angeordnetes Bindegewebe unterteilt wird und in der Tiefe den Faszien

der Muskulatur aufliegt.

2.2 Solare Strahlung

Mit einem Durchmesser von 1,4 Millionen km und einer Masse, die rund das
300.000 -fache der Erde ausmacht, bildet die Sonne das Zentrum unseres
planetarischen Systems. Im Inneren des fast 150 Millionen km entfernten
Fixsterns finden fortwahrend Kernreaktionen statt, die unvorstellbar groRle
Energiemengen in Form elektromagnetischer Strahlung freisetzen. Unterteilt wird
dieses Spektrum entsprechend der Wellenlangen, die in nm angegeben werden

(1nm=10"°m).

Spektralbereich Wellenlange
Gammastrahlung 10* =107 nm
Réntgenstrahlung 10%-10 nm
Vakuum-Ultraviolett Strahlung 10 — 200 nm
UV Strahlung (A, B, C) 200 — 400 nm
Sichtbares Licht 400 - 780 nm
Infrarot-(IR)-Strahlung 0,78 — 1000 um
Mikrowellen >1 mm

Tab. 1: Das gesamte elektromagnetische Spektrum. Die Infrarotstrahlung, das
sichtbare und das ultraviolette Spektrum bilden zusammen den Bereich der
optischen Strahlung.

Die von der Sonne emittierte Strahlung erreicht nur teilweise, insbesondere im
UVB Bereich, als direkte Sonneneinstrahlung die Erdoberflache. Der Grofteil
kommt aufgrund von Absorption, Streuung und Reflexion bei Eintritt in die
Atmosphare abgeschwacht als indirekte Strahlung auf die Erde. Die Summe von
direkter Sonnenstrahlung und Himmelsstrahlung (Streulicht der Atmosphare)
bezeichnet man als Globalstrahlung. Ihre Intensitat wird von folgenden Faktoren

beeinflusst:
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Sonnenstand: er ist abhangig von geographischer Breite, Jahres- und Tageszeit.

Mit zunehmender HOhe des Sonnenstandes nimmt auch die Bestrahlungsstarke
zu (Ilgbal, 1986). Diese ist aullerdem wellenlangenabhangig, so dass mit
zunehmender Sonnenhohe der kurzwellige Anteil der UV-Strahlung Uber-

proportional ansteigt (Stick und Pielke, 1998).

Ozongehalt: er ist jahreszeitlichen Schwankungen unterworfen. Ozon entsteht bei
der photochemischen Reaktion von kurzwelliger UV-Strahlung (< 250 nm) mit mo-
lekularem Sauerstoff. Es absorbiert ca. 95% der einfallenden UVB-Strahlung,
wahrend UVA ungehindert passiert. UVC wird in erster Linie durch molekularen
Sauerstoff und nur in geringem Ausmaly von Ozon absorbiert (Kindl und Raab,
1998).

Wolken: die UV-Strahlung wird durch die Bewdlkung stark beeinflusst. Normaler-
weise fuhrt eine starkere Bewdlkung zu einer geringeren Bestrahlungsstarke,
unter bestimmten Bedingungen kann durch Reflexion der Strahlung an den
Wolken jedoch eine hohere Bestrahlungsstarke auftreten als bei wolkenlosem
Himmel (Bais et al., 1993).

Aerosole: als Aerosole werden feinste Schwebeteilchen in der Luft bezeichnet, die
die UV-Bestrahlungsstarke reduzieren. Je nach Beschaffenheit, GroRenverteilung
und Menge konnen diese Bestandteile laut Modellrechnung eine 5 - 18% ige Ab-
nahme der UVB-Strahlung verursachen (Madronich et al., 1991; Seckmeyer und
Bernhard, 1993).

Bodenalbedo: als Albedo wird der Reflexionskoeffizient der Erdoberflache fur Licht
bezeichnet. Die Albedo ist abhangig von der Oberflachenbeschaffenheit, der
Wellenlange und dem Einfallswinkel des Lichts; eine Schneedecke oder eine

Wasseroberflache flhren beispielsweise zu einer erhdhten Albedo. Hiervon ist

insbesondere auch der UVA-Anteil des Sonnenlichts betroffen.

Hohenlage: die Bestrahlungsstarke nimmt mit der Hohe zu. Da sich mit
zunehmender Hohe viele der genannten Faktoren zusatzlich andern, ist eine allein

auf die Hohe zuriuckzufihrende Komponente schwierig zu bestimmen. Laut
6



2 Grundlagen

Modellrechnung kann die erythemwirksame Bestrahlung zwischen 10 und 40%

pro 1000 Hohenmetern ansteigen (Seckmeyer et al., 1997).

Um die Starke der Globalstrahlung zu ermitteln, wurden die auf der Erdoberflache
hochstmoglichen Werte zugrunde gelegt bei 90° Sonnenstand, wolkenlosem
Himmel und klarer Luft. Derartige |dealwerte lassen sich z.B. im Hochsommer um
12 Uhr in der Karibik unter aerosolfreien Bedingungen mit einer Ozonschichtdicke
von 0,24 cm an STP (Standard, Temperature, Pressure) fir eine ebene,

horizontale Empfangsflache definieren (s. Tab. 2).

. Bestrahlungsstarke
Wellenlange ;WImzl in % g
UVvB 295 — 315 5 0,5
UVA 315 - 380 63 5,6
Sichtbar 380 - 780 580 51,8
Infrarot A 780 — 1400 339 29,4
Infrarot B 1400 - 3000 143 12,7

Tab. 2: Bestrahlungsstérken der Globalstrahlung auf der Erdoberflache, Sommer, senkrechter
Einfall (CIE Nr. 20, TC-2.27 1972)

Die energiereiche, kurzwellige UVC-Strahlung wird von atmospharischem
Sauerstoff und der Ozonschicht vollstandig absorbiert und hat daher auf der
Erdoberflache keine Bedeutung. Im Zuge der sich ausdunnenden Ozonschicht
muss jedoch damit gerechnet werden, dass in Zukunft auch Anteile dieser
Strahlung bis auf die Erde vordringen konnten. Fiur die langerwellige UVB-
Strahlung, die zum Teil auch von der Ozonschicht absorbiert wird, konnte eine
Korrelation zwischen abnehmendem Ozongehalt in der Stratosphare und
zunehmend hoherer UVB-Strahlung auf der Erde nachgewiesen werden (Bojkov
et al., 1993; Seckmeyer et al., 1994). Die langwelligere UVA-Strahlung wird von
der Atmosphare in nur sehr geringem Malde zurlickgehalten und stellt damit den
prozentual groRten Anteil, ca. 90%, der auf der Erde messbaren UV-Strahlung

dar.
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2.2.1 Ultraviolette Strahlung und ihre biologische Wirkung auf die Haut

Die ultraviolette Strahlung macht nur etwa 6% der gesamten Globalstrahlung aus.
Ihr hoher Energiegehalt, aufgrund ihrer Kurzwelligkeit, reicht jedoch aus, um eine
grofe biologische Wirkung auf die Haut auszulben (Kindl und Raab, 1998;
Griffiths et al., 1998). In der Photomedizin erfolgt die Einteilung des ultravioletten
Spektralbereichs anhand ihres biologischen Wirkungspotenzials auf die Haut:

uvcC 200 - 280 nm
uvB 280 - 320 nm
UVA 320 - 400 nm (UVA4: 340 — 400 nm, UVA,: 320 — 340 nm)

In der Literatur finden sich abweichende Einteilungen der ultravioletten
Wellenlangenbereiche (Deutsches Institut fir Normierung (DIN-NR. 5031); Comité
Internationale d’ Eclairage (CIE) ; in der Physik).

Die jeweilige Wellenlange bestimmt die Eindringtiefe und Wirkung der UV-

Strahlung in der Haut.

uv sichtbares Licht IR

A[nm] 250 300

400 550 750

1000 1400

Epidermis

Dermis

Subcutis

Abb. 2: Eindringtiefe der verschiedenen Wellenlédngen elektromagnetischer Strahlung in die Haut
Je kiirzer die Wellenlénge, desto energiereicher ist die Strahlung und um so geringer ist die
Eindringtiefe in die Haut (Riinger, 1995).
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Bei einer UV-Bestrahlung bleibt das Stratum corneum unverandert und wirkt als
schutzender Filter, ca. 10% der UVB und 50% der UVA Energie wird hier
absorbiert bzw. reflektiert. Die Eindringtiefe der verschiedenen Wellenlangen
hangt ganz entscheidend von der Streuung innerhalb der Haut ab. Unterhalb 200
nm dringen die ultravioletten Strahlen kaum in die Epidermis ein, sondern werden
zum grolten Teil vom Stratum corneum absorbiert. Mit steigender Wellenlange
nimmt der Prozentsatz der eindringenden Strahlen zu. So erreichen UVB-Strahlen
zu etwa 20% das Stratum spinosum und zu ca. 10% das obere Korium. UVA-
Strahlen dagegen dringen zu 30 - 50% in das obere Korium ein. Daraus ergeben
sich zum Teil die unterschiedlichen Effekte der einzelnen Wellenlangen auf die
Haut.

UVC kommt auf der Erdoberflache normalerweise nicht vor. Da es auf Einzeller
letal wirkt, wird es fur technische Zwecke, z.B. fur die bakterielle Entkeimung der
Luft, verwendet. Aus Untersuchungen mit UVC-Strahlern ist bekannt, dass sie an
der Haut ein Erythem ausldsen, das ca. 6 h post expositionem sichtbar wird. Die
UVC bedingte Hautbraunung ist gering, es fuhrt jedoch in extremem Male zu

einer konjunktivalen Reizung.

UVB hat die Eigenschaft Quarzglas und Wasser zu durchdringen, wird jedoch von
Fensterglas abgefiltert. Es fihrt ebenfalls zu einer Reizung der Konjunktiven,
jedoch in geringerem Ausmal}, als dies durch UVC-Strahlung geschieht. Zu den
biologischen Wirkungen gehort das Erythema solare, welches bereits 1894 von
Paul Gerson Unna beschrieben wurde (Unna, 1984). Es entsteht durch eine
Prostaglandinsynthese der Keratinozyten nach Uberschreitung eines individuell
unterschiedlich hohen Grenzwertes der Bestrahlungsdosis. Nach einer Latenz von
6 - 8 Stunden kommt es zu einer sichtbaren schmerzhaften Rotung der lichtex-
ponierten Areale, die nach 24 - 36 Stunden ihr Maximum erreicht und nach ca. 72
Stunden abklingt. In extremen Fallen geht das Erythema solare mit Blasen- und
Krustenbildung einher. Die geringste UVB Dosis, die zu einer gleichférmigen
Roétung mit scharfer Begrenzung auf der Haut fuhrt, wird als minimale
Erythemdosis, kurz MED, definiert. Sie hangt vom Hauttyp und der bestrahlten
Korperregion ab. Bei Hauttyp Il wird 1 MED durch ca. 20 - 40 mJ/cm? erreicht
(Fitzpatrick et al., 1997). UVB-Strahlen von mehr als einer MED flhren
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histologisch zu einer charakteristischen phototoxischen Veranderung an den
Keratinozyten. Dosisabhéngig treten intra- und interzellulare Odeme und
dyskeratotische Zellen, sogenannte ,sunburn cells, auf, sowie dilatierte Gefalte
im oberen Korium mit perivaskular lokalisierten lymphozytaren Infiltraten.

Ein weiterer biologischer Effekt der UVB-Strahlung ist die Spatpigmentierung
(Sonnenbraune). Durch Anregung der Melanogenese werden vermehrt
Melanosomenkomplexe in allen Ebenen der Epidermis in die Keratinozyten
eingelagert und uber die Hornschicht ausgeschleust, so dass in der gesamten
Epidermis, einschlielllich des Stratum corneums, Melanin als Schutzpigment zur
Verfligung steht. Die Spatpigmentierung tritt etwa 24 - 72 h nach UV-Applikation
auf, wobei Wellenlangen um 297 nm die starkste Pigmentierungskapazitat
aufweisen. Das Melanin setzt sich aus Eumelanin (braun-schwarz) und
Phaomelanin (gelb-rétlich) zusammen. Die Melaninbildung ist in ihrem
quantitativen Ausmal von genetischen und hormonellen Faktoren abhangig. So
ist das Verhaltnis von Eumelanin zu Phaomelanin bei Hauttyp | - Il geringer als bei
Hauttyp Il - IV (Hunt et al.,1995). Phaomelanin ist weniger potent als UV-Absorber
und kann zudem zur Ausldsung von phototoxischen Radikalreaktionen unter UVA-
Strahlung fluhren (Kaidbey et al., 1979; Menon et al., 1983; Wenczel et al., 1998).
Nach wiederholter UVB-Applikation kommt es zur Akanthose und Hyperkeratose
der Epidermis, die nach Miescher (1931) als sogenannte Lichtschwiele der Haut
bezeichnet wird und ebenso wie die Melanogenese zu den endogenen
photoprotektiven Mechanismen der Haut zahlt.

Eine weitere biopositive Wirkung der UVB-Strahlung ist die Photoisomerisierung
von 7-Dehydrocholesterin und Ergosterol zu den biologisch wirksamen Vorstufen
des Vitamin D, und D3, die eine entscheidende Rolle in der Homdostase des
Calcium-Haushaltes einnehmen.

Desweiteren ist insbesondere die UVB-Strahlung in der Lage, ausgewahlte
zellvermittelte Immunantworten zu hemmen, z.B. die Immunitdt gegen UVB-
induzierte Hauttumoren, gegen kontaktsensibilisierende Substanzen, gegen
Transplantate und gegen bestimmte Mikroorganismen (Schwarz, 2003).

Durch UbermaRig starke UVB-Strahlung konnen akute und chronische Schaden
an DNS, RNS, Proteinen und Zellmembranen der Epidermis, des Bindegewebes
und der Blutgefalle entstehen. So ist eine chronisch erhéhte Sonnenexposition z.

B. eine der Hauptursachen fur die vorzeitige Hautalterung und die Entstehung von
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2 Grundlagen

sogenannten Prakanzerosen an der Haut. Durch UV-Strahlung induzierte
mutagene Effekte an der DNS konnen zur Entstehung von Karzinomen an der
Haut fUhren. Hierzu zahlen Basaliome, spinozellulare Karzinome (Brash et al.,
1991; Ziegler et al., 1993; Greinert et al., 2003) und maligne Melanome. In letzter
Zeit haufen sich auch Hinweise daruber, dass nicht nur UVB, sondern auch UVA
eine entscheidende Rolle bei der Entstehung chronischer lichtprovozierter

Hautveranderungen inklusive Hauttumoren einnimmt.

UVA besitzt ganz im Gegensatz zu UVB und UVC die Fahigkeit Fensterglas zu
durchdringen. Es reizt die Konjunktiven in niedrigen Dosen nur in Kombination mit
Photosensibilatoren (z.B. nach systemischer Einnahme von Psoralenen). Die
Intensitat des UVA-Anteils in der Sonnenstrahlung ist etwa 500 - 1000 fach hoher,
als die des UVB.

UVA ist verantwortlich fir die Sofortpigmentierung. Die maximal wirksame
Wellenlange liegt bei 340 nm und es reichen haufig 10 - 30 Jicm? zur unmittel-
baren Auslosung einer aschgrauen bis braunlichen Pigmentierung aus. Bei der
Sofortpigmentierung handelt es sich um eine Photooxidation nicht gefarbter
Melaninvorstufen, die sich nach Stunden verliert. Einmal applizierte hohe oder
wiederholte kleinere UVA-Dosen fuhren auch zu einer Induktion der
Melaninsynthese, einer Pigmentierung vom verzogerten Typ. Im Gegensatz zu der
von UVB induzierten Pigmentierung bleibt das neugebildete Melanin jedoch
vorwiegend auf die basalen Zellen beschrankt und bietet somit keinen Schutz flr
die daruber liegenden Keratinozyten.

In héheren Dosen bewirkt UVA ein Soforterythem, welches sich biologisch von der
durch UVB ausgelosten Dermatitis solaris unterscheidet, da es zu keiner
Schadigung der Keratinozyten kommt. Im Gegensatz zu UVB fihrt UVA in Dosen
bis zu 100 J/cm? histologisch nicht zu phototoxischen Verdnderungen in der
Epidermis.

Auch immunmodulierende Effekte, wie sie in der PUVA-Therapie ausgenutzt
werden, einer Kombination aus UVA-Licht und Psoralen als Photosensibilisator,
spielen bei der Einwirkung von UVA-Strahlung eine Rolle.

UV-Strahlung ist die wichtigste exogene Noxe, durch die es zu einer vorzeitigen
Alterung der Haut kommt. Es besteht heute kein Zweifel mehr daran, dass sowohl

UVB als auch UVA wesentlich an diesem Prozess beteiligt sind. Mit hoher
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Wahrscheinlichkeit kommt dem UVA durch seine grof3ere Eindringtiefe in die Haut
eine entscheidendere Rolle bei der Pathogenese der lichtinduzierten Hautalterung
zu, da sich die fur das klinische Bild der Lichtalterung verantwortlichen
strukturellen Veranderungen in der Haut vor allem in der Dermis finden (Krutmann,
2003).

Neben Erkrankungen wie den Photodermatosen, die durch UV-Licht ausgelost
werden (z.B. Polymorphe Lichtdermatose, phototoxische und photoallergische
Reaktionen), oder Erkrankungen, die durch UV-Licht aggraviert werden kdnnen
(z.B. Lichen ruber planus, Lupus erythematodes, Rosazea) kommt der UV-
Strahlung auch eine wichtige Rolle in der Therapie von Hauterkrankungen zu. Die
Phototherapie nach heutigem Verstandnis wurde von Nils Finsen zur Behandlung
der Hauttuberkulose in der Medizin eingefuhrt, wofur er 1903 den Nobelpreis
erhielt (Roelandts, 2002). Kurz genannt seien hier die Photochemotherapie
(PUVA), die eine Kombination von oral oder topisch appliziertem
lichtsensibilisierenden Psoralen mit UVA-Strahlung darstellt, die
Kombinationstherapie von UVA und UVB, die Monotherapie UVA oder UVB, als
auch Kombinationstherapien von UVB mit topischen und oralen Medikamenten
z.B. Dithranol, Vit. D; -Derivaten und Retinoiden.

Unter dem Gesichtspunkt der Induktion chronischer Schaden der Haut durch
ubermalige und unkontrollierte UV-Strahlung entstand der Gedanke,
Wellenlangen des UV-Lichts mit einer maximal therapeutischen und einer minimal
erythematogenen Wirkung in der Therapie von Hauterkrankungen zu nutzen. In
den 80 -iger Jahren erfolgte anhand der Ausarbeitung des antipsoriatisch wirk-
samsten UV-Spektrums (Fischer, 1976; Parrish und Jaenicke, 1981) die
EinfUhrung einer TLO1-Leuchtstoffrohre (Philips), die im UVB Bereich nahezu
monochromatisch die Wellenlange 311 nm emittiert (Degitz, 1998). Diese
sogenannte Schmalspektrum-UVB Therapie ist heutzutage fester Bestandteil in
der Phototherapie. Im Gegensatz zur herkdmmlichen Breitspektrum-UVB
Behandlung, die bei einem Hauttyp II - Ill mit einer Anfangsdosis von 20 - 30
mJ/cm? startet, kénnen hier 5 bis 15 -fach héhere UV Einzel- und Gesamtdosen
zum Einsatz kommen. Eine Reihe von Untersuchungen zeigen die Wirksamkeit
der Anwendung von Schmalspektrum-UVB in der Behandlung der Psoriasis

(Walters et al., 1999). Halbseitenversuche belegen hier, dass UVB 311 nm dem
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Breitspektrum-UVB therapeutisch Uberlegen und einer oralen PUVA-Therapie
gleichwertig ist (Van Weelden et al., 1988; Karvonen et al., 1989; Storbeck et al.,
1991; Storbeck et al., 1993; Degitz et al., 1998; Tzung et al., 1998; Tanew et al.,
1999). Ergebnisse aus der Behandlung der Vitiligo zeigen zum Teil sogar eine
héhere Effektivitat der Schmalspektrum-UVB Therapie gegentber der PUVA-
Therapie und sicher ein geringeres Nebenwirkungspotential (Westerhof et al.,
2000; Scherschun et al., 2001). Derzeit findet die Schmalspektrum-UVB-
Bestrahlung ebenfalls sehr erfolgreich Anwendung bei der Behandlung des
atopischen Ekzems, des Lichen ruber planus und des Pruritus verschiedener
Atiologien. Neben der Erweiterung des Indikationsspektrums gilt es gegenwartig in
wissenschaftlichen Arbeiten nicht nur ihre hohe Effektivitat im Vergleich mit
herkdbmmlichen UV-Therapien zu belegen, sondern auch das kanzerogene

Potential abzuschatzen, um eine sichere Anwendung gewahrleisten zu kdnnen.

2.2.2 Schadigende Effekte der UV-Strahlung auf die Haut

Die Wirkung elektromagnetischer Strahlung auf die Haut hangt in erster Linie von
der Fahigkeit der getroffenen Moleklile und Zellstrukturen ab, Lichtquanten zu
absorbieren. Die wichtigsten Chromophore der Haut sind die aromatischen Basen
der DNS sowie Peptide und Proteine, speziell Enzyme. lhr Absorbtionsspektrum
liegt im kurzwelligen UVB und UVC Spektrum, da in diesem Bereich sowohl die
Absorbtionsmaxima der Pyrimidine und Purine der DNS, als auch der in den
Proteinen enthaltenen aromatischen Aminosauren Tyrosin und Phenylalanin,
sowie der heterozyklischen Aminosauren Tryptophan und Histidin liegen. Durch
die aufgenommene Energie werden die Moleklle in einen angeregten Zustand
versetzt, der zu einer permanenten chemischen Modifikation des Chromophors,
der Entstehung eines Photoprodukts, fihren kann. An der DNS sind dies primar
Pyrimidin-Dimere vom Cyclobutantyp (in 5 von 10 Fallen) (Griffiths, 1998) be-
stehend aus Cytosin-Cytosin, Thymin-Thymin oder gemischten Verbindungen,
aber auch Pyrimidin-(6-4)-Pyrimidon Photoprodukte und ihre Dewar-Valenz-

Isomere (Rosenstein und Mitchell, 1987).
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a)

Abb. 3: Darstellung typischer UV-induzierter DNA-Basen Verdnderungen. a) Cyclobutan-
Pyrimidindimer b)(6-4)-Photoprodukt und Dewar Isomer c) 8-Hydroxyguanin.

Die relativen Raten der Bildung von Cyclobutan-Dimeren und (6-4)-
Photoprodukten variieren stark und hangen weitgehend von dem (A-T) / (G-C) -
Verhaltnis in der DNS, der eingestrahlten Energie und deren Wellenlange ab. So
werden bevorzugt (6-4)-Photoprodukte nach UVC-Bestrahlung an T-C Sequenzen
gebildet (Lippke et al., 1981; Bourre et al., 1987; Douki et al., 1997), wahrend
Cyclobutan-Pyrimidindimere sowohl nach UVC als auch nach UVB-Bestrahlung
primar an T-T Sequenzen entstehen (Sage, 1993). Die Dimere bewirken eine
Konformationsanderung der DNS-Doppelhelix, die bei unzureichender Reparatur
zur Transformation der Zelle fuhren kann. Mit zunehmender Wellenlange kommt
es unter Einwirkung von UV-Strahlung auch zu Strangbrichen und
Veranderungen einzelner Basen. Bei einer Wellenlange von 254 nm werden
hauptsachlich Pyrimidin-Dimere vermerkt, bei 365 nm sind beide Effekte etwa im
Gleichgewicht und zwischen 340 und 500 nm Uberwiegen Einzelstrangbriche
(Peak et al., 1987).

Die UVA-Strahlung wirkt auf einem indirekten Weg auf die DNS ein. Sie wird von
endogenen Chromophoren, wie z.B. Flavinen, NADH, 2-Thiouracil oder
Porphyrinen absorbiert (Cunningham et al., 1985), wodurch es zur Bildung freier

Radikaler und reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) kommt, die durch
14



2 Grundlagen

Energietransfer an die DNS zu Strangbrichen, oxidativen Basenschaden und
DNS-Protein-crosslinks fuhren (Honigsmann et al., 1996).

Besonders Guanin ist eine empfindliche Base fur photochemische Reaktionen.
Unter Einwirkung von UVA-Strahlung entsteht 8-Hydroxyguanin, das mit Cytosin
und fehlerhaft mit Adenin gleich gut paart, ohne, im Gegensatz zu Thyminglycol,
die DNS-Polymerase zu beeinflussen. Es kommt zu einer G-T Transversion, die
als pramutagener DNS-Schaden anzusehen ist. (Cheng et al., 1992; Le Page et
al., 1998). 8-Hydroxyguanin ist das haufigste Produk eines UVA-induzierten DNS-
Schadens (Zhang et al., 1997). Auch der UV-induzierten Modifikation von
Proteinen kommt eine wichtige Rolle in Bezug auf die Regulation zellularer
Prozesse zu. So konnen sie Signale fur andere Proteine, z.B.
Transkriptionsfaktoren darstellen und damit Signaltransduktionsprozesse und die
Genexpression entscheidend beeinflussen (Abts et al., 1997; Ryter und Tyrrel,
1998).

2.2.3 Endogene Schutz- und Reparaturmechanismen vor UV-Strahlung

Die Haut verfugt uber verschiedene Mechanismen, um sich vor einwirkenden UV-
Strahlen zu schutzen und die Integritat der Zellen zu gewahrleisten. Es kommt
nach UV-Bestrahlung zu verstarkter Pigmentierung der Haut, sowie zu
Akanthose und Hyperkeratose der Epidermis (s. Kap. 2.2.1, Ultraviolette
Strahlung und ihre biologische Wirkung auf die Haut).

Einen weiteren Schutzmechanismus bilden antioxidative Enzyme, wie z.B.
Superoxiddismutase, Katalase und Gluthation-Peroxidase, die reaktive
Sauerstoffspezies zu unschadlichen Metaboliten reduzieren. Auch endogene
nicht-enzymatische Antioxidantien vermdgen freie Radikale abzufangen.
Genannt seien hier Gluthation, Ascorbat, a-Tocopherol, -Carotin, Ubichinol und
Urokaninsaure. Letztere wird nach UV-Einwirkung vermehrt aus Histidin im
Stratum corneum synthetisiert und nachfolgend isomerisiert (Abeck und Stab,
1996). Urokaninsaure wirkt somit als UV-Absorber. Ob allerdings die
naturlicherweise in der Haut vorkommende Menge einen wirksamen UV-Schutz
bietet, ist derzeit noch nicht geklart. Weiterhin wird vermutet, dass cis-

Urokaninsaure sowohl ein Signalmolekul fir die Auslésung der UV-induzierten
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Immunsuppression darstellt (Noonan und de Fabo, 1992; Beissert et al., 1997) als
auch Singulettsauerstoff fangende Eigenschaften besitzt (Morrison, 1985).

Bereits entstandene DNS-Schaden fuhren zur Aktivierung eines umfassenden
Reparatur-Systems, bestehend aus verschiedenen Mechanismen und einer
Vielzahl von Enzymen.

Die Nukleotid-Exzisionsreparatur stellt einen komplexen Mechanismus von
ineinandergreifenden Enzymsystemen zur Beseitigung dimerer Photoprodukte
dar. UV-Licht induzierte Pyrimidin-Dimere werden zusammen mit einigen
benachbarten Nukleotiden des gleichen Strangs durch neu synthetisierte intakte
Sequenzen ersetzt, denen der komplementare DNS-Strang als Vorlage dient. Im
Gegensatz zur semikonservativen Replikation bezeichnet man diese
Wiederherstellung einer intakten DNS als unprogrammierte Synthese. Sie findet in
der G¢- und G,-Phase des Zellzyklus statt. Defekte in diesem Enzym-System
fluhren zu exzessiver Entwicklung UV-induzierter Hautkarzinome, wie man sie bei
Xeroderma pigmentosum, einer autosomal rezessiv vererbten Erkrankung mit
einem Defekt der UV-spezifischen Endonuklease sieht. Die Nukleotid-
Exzisionsreparatur greift jedoch nicht nur spezifisch bei UV-Licht induzierten
Veranderungen, sondern tritt auch bei verschiedenen chemischen oder
strahlungsbedingten DNS-Schaden in Aktion.

Bei der Basen-Exzisionsreparatur werden dagegen nur spezifisch einzeln
modifizierte Basen aus dem DNS-Strang durch spezielle DNS-Glykosylasen
eliminiert und die entstandene Licke durch eine korrekte Base mittels einer DNS-
Polymerase ersetzt (Griffiths et al., 1998).

Bei der Photoreaktivierung handelt es sich um eine ,light repair‘-Reaktion.
Kommt es nach einer UV-Exposition zu einer weiteren Bestrahlung mit
Wellenlangen zwischen 300 und 600 nm, kénnen entstandene Cyclobutan-Dimere
und (6-4)-Photoprodukte mittels spezifischer Photolyasen eliminiert werden
(Macher et al., 1993).

Durch UVB-Bestrahlung, insbesondere Wellenlangen zwischen 295 und 305 nm,
kommt es zu einem Zell-Zyklus-Arrest in der S und G,/ M Phase, der vermutlich
durch die Entstehung von Pyrimidin-Dimeren ausgeldst wird und so dem
Fortschreiten der Replikation vorbeugt (Weller et al., 1996). Auch das
Tumorsuppressorgen p53 wird nach einer intensiven UVB Bestrahlung verstarkt

exprimiert. Es induziert einen Gs-Arrest und gewahrleistet auf diese Weise die
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Madglichkeit flr eine Schadensbehebung, bevor die Replikation der DNS in der S-
Phase stattfindet (Smith et al., 1995; Wang et al., 1998). Hat eine irreversible
Schadigung der DNS stattgefunden fuhrt die Aktivierung von p53 zur Apoptose der

modifizierten Zelle (Henseleit et al., 1997) und damit zum Schutz des Organismus

vor maligner Entartung.

2.3.

Nachweisverfahren fiir UV-vermittelte DNS-Schaden

Zum Nachweis von UV-vermittelten DNS-Schaden wurden eine Reihe von

Methoden entwickelt, die im folgenden kurz skizziert werden sollen:

Antikorpermarkierung

Mit Hilfe der Antikérpermarkierung ist der Nachweis von DNS-Photoprodukten
modglich. Gezielte histologische Schnitte erlauben die Lokalisierung von DNS-
Schaden in verschiedenen Hautarealen und Zelltypen. Es besteht die
Moglichkeit mit dieser Methode topische Wirkungsmechanismen zu

untersuchen (Mitchell und Karentz, 1993).

Comet-Assay

Der Comet-Assey ist eine Methode zum Nachweis von Doppel- und
Einzelstrangbriichen, sowie alkalilabilen Stellen. Die jeweiligen Zellen werden
in ein Agarosegel eingebettet und fixiert, anschlieRend durch ein Detergenz
lysiert, so dass der Zellkern vom Cytoplasma befreit wird. Durch die Inkubation
in einem alkalischen Puffer erfolgt die partielle Entwindung der DNS unter
Auftrennung in die Einzelstrange. Die im Anschluss folgende Elektrophorese
lasst die DNS-Fragmente aus dem Zellkern wandern. Dies ergibt ein
kometenahnliches Bild. Die jeweilige Schweiflange entspricht hierbei dem
Schadensumfang der DNS (Ostling et al., 1984; Singh et al., 1988; Lehmann et
al., 1998).

Unscheduled DNS Synthesis (UDS)

Im Gegensatz zum Comet-Assay, der auf radioaktive Substanzen verzichtet,

basiert die UDS-Methode auf einer autoradiographischen Bestimmung. Durch
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den Einbau von Tritium-Thymidin in die DNS wahrend der Reparatur lassen

sich Reparaturprozesse detektieren und somit verfolgen (Tice et al., 1990).

e Alkalische Elution

Ein weiteres Verfahren zum Nachweis von Einzelstrangbrichen ist die
alkalische Elution. Mit Hilfe eines Membranfilters werden DNS-Fragmente
getrennt. Die Geschwindigkeit hangt hierbei von der Grdélke der DNS-
Fragmente ab, kleinere kdnnen schneller eluiert werden als groRere DNS-
Fragmente. Auf diese Weise kommt es zu einer Trennung in verschiedene
Fraktionen (Singh et al., 1989).

e Chromatographische Methoden

Auch chromatographische Verfahren erlauben die Detektion von Photo-

produkten, wie z.B. dem 8-Hydroxyguanin (Stewart et al., 1996).

e Mikronukleustest

Der Mikronukleustest spielt bei der Beurteilung von toxischen Agenzien in vivo
und in vitro eine wichtige Rolle. Die Induktion von Mikronuklei korreliert mit
dem genotoxischen Potential des jeweiligen Agenz (Romagna, 1993). Fur die
Erfassung genotoxischer Effekte von UV-Strahlung wurde er bisher nur selten
angewandt (Weller et al., 1996; Keulers et al., 1998).

2.4 Mikronukleustest

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Mikronukleustest handelt es sich um einen
Zelltest zum Nachweis von chromosomalen Schadigungen. Ein Mikronukleus ist
eine aus Chromatin aufgebaute intrazellulare Struktur, die nur einen Bruchteil der
normalen Grolde eines Zellkerns aufweist und wie dieser eine eigenstandige
Zellmembran besitzt. Er wird in der Regel in Zellen gebildet, die sich in der Mitose
befinden und enthalt ganze Chromosomen oder auch nur Fragmente, die bei der
Zellteilung nicht in eine der beiden Tochterzellen integriert wurden. In der
darauffolgenden Interphase kondensieren die zuriickgebliebenen Chromosomen-

strukturen zu einem oder mehreren Mikrokernen, die sich mit DNS-Farbstoffen
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nachweislich anfarben lassen. Nach abgeschlossener Mitose kdnnen beide oder
nur eine Zelle mikronukleushaltig sein. Eine derartige Zelle hat ihren biologischen
Endpunkt erreicht und ist nicht langer teilungsfahig.

Zur Bildung von Mikronuklei kommt es durch eine irreparable zytogenetische
Schadigung. Diese kann sowohl von auf’en induziert als auch durch eine
spontane Mutation hervorgerufen sein. Diese spontan entstandenen Mikronuklei
werden im Rahmen des Mikronukleustests als Spontanrate in unbehandelten
Kontrollgruppen erfasst. Die Spontanrate ist ein Mal fur die Empfindlichkeit und
genetische Stabilitat einer Zellkultur. Durch sie erhalt man einen Ausgangswert,
anhand dessen die Ergebnisse des Mikronukleustests beurteilt werden konnen.
Ahnliche Strukturen kénnen auch wahrend der Apoptose, dem programmierten
Zelltod einer Zelle entstehen. Hier zeigt sich zu Beginn eine Auflosung der
Kernstruktur in viele kleinere Fragmente, die mikroskopisch betrachtet an
Mikronuklei denken lassen, jedoch Ausdruck des fortschreitenden Zellzerfalls sind
(Romagna, 1993; Boone et al., 1994; Stopper et al., 1997).

Evans und Mitarbeiter unternahmen 1959 erstmals Versuche, die
Mikronukleusbildung fur den Nachweis mutagener Wirkungen einzusetzen (Evans
et al., 1959). Die Anfange des Mikronukleustests (MNT) reichen in die 70er Jahre
zuruck, als die Korrelation zwischen Induktion von Mikronuklei und dem
genotoxischen Potential von Agenzien erkannt wurde (Schmid, 1975; Fritzenschaf
et al.,, 1993). Unabhangig voneinander erkannten Schmid (1975) und Heddel
(1973) die Auszahlung von Mikronuklei, auch bekannt als Howell-Jolly Kérperchen
in der Hamatologie, als einfache Alternative, um chromosomale Schaden zu
erfassen. Im Laufe der Jahre wurde der Mikronukleustest in vieler Hinsicht
modifiziert und an verschiedenen Zellen durchgeflhrt, wobei haufig Lymphozyten
aufgrund ihrer Empfindlichkeit und schnellen Kultivierbarkeit verwendet werden
(Tsai et al., 2001; Venkatachalam et al., 1999; Keulers et al., 1998; Fenech et al.,
1985). Der Test ist sehr variabel in seinen Versuchsparametern und kann mit
unterschiedlichsten Zellarten durchgefiihrt werden. Fenech und Morley
untersuchten an humanen Lymphozyten die Mikronukleusentstehung in
Abhangigkeit vom Alter der Probanden und in weiteren Versuchen von der
Bestrahlungsdosis bei Rodntgenstrahlen (Fenech und Morley, 1986). Dabei
beobachteten sie eine Zunahme von Mikronuklei in Abhangigkeit von beiden

Parametern. Weiterhin erforschte Fenech auf diesem Wege die Korrelation
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zwischen einer Mikronukleusentstehung und verschiedenen Parametern, wie z.B.
den Blutplasmawerten von Vitamin C, E, B12 und Folsaure (Fenech et al., 1994),
der Abhangigkeit von vegetarischer Ernahrung (Fenech et al., 1995), den
Blutplasmawerten von Homocystein (Fenech et al., 1998) und nutzte den
Mikronukleustest zur Aufdeckung von chromosomalen Schaden (Umegaki und
Fenech, 2000). Somit werden immer weitere Bereiche fur diesen Test erschlossen
und seine Reproduzierbarkeit durch Anwendung in unabhangigen Laboratorien
erwiesen. Der Mikronukleustest besticht durch seine einfache Durchfuhrbarkeit
und den niedrigen Kostenaufwand. Er kann in vivo und in vitro angewendet
werden und ermdglicht die quantitative Beurteilung genotoxischer Schaden. Heute
gehort er im Rahmen der Mutagenitatsforschung zu den am haufigsten
eingesetzten Nachweismethoden und ist essentieller Bestandteil der genetischen

Toxikologie.

241 Zytokinese-Block-Technik

Die Zytokinese-Block-Technik stellt eine Weiterentwicklung des Mikronukleustests
dar. Mit der herkdbmmlichen Technik wurden alle entstandenen Mikronuklei erfasst,
also auch solche, die nicht durch eine genotoxische Behandlung, sondern durch
ein vorheriges Ereignis hervorgerufen wurden. Eine Differenzierung der
Mikronuklei bezuglich ihrer Entstehungsursache war nicht durchflhrbar. Mit der
von Fenech und Morley entwickelten Zytokinese-Block-Technik wurde es mdoglich,
nur die Mikronuklei zu erfassen, die durch eine genotoxische Einwirkung
verursacht wurden (Fenech, 1996). Damit konnte eine deutlich erhdhte
Empfindlichkeit des Mikronukleustests erreicht werden. Die Zytokinese-Block-
Technik basiert auf einer Modulation der Zellteilung. Im Anschluss an eine
genotoxische Behandlung werden die Zellkulturen mit Cytochalasin-B versetzt (s.
Abb. 4 und 5), einer Substanz, die die Zytoplasmateilung einer Zelle wahrend der

Mitose hemmt.
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Abbildung 4.: Strukturformel Cytochalasin-B

Anschliefend kann lediglich noch eine Endomitose ablaufen, bei welcher Zellen
mit zwei Zellkernen resultieren, sogenannte binukleate Zellen. Auf diese Weise
konnen alle Zellen, die post expositionell eine Mitose vollenden, sichtbar gemacht

werden und die in ihnen entstandenen Mikronuklei zur Auswertung kommen.

Endomitose

% P O
genoto)ﬂsche O

Behandlung
Zahlung binukleater Zellen +/- MN

Zugabe von Cytochalasin-B als Zytokinesehemmer

Abbildung 5: Endomitose unter Cytochalasin-B Einwirkung

Verschiedene wissenschaftliche Arbeiten zeigen, dass die optimale Konzentration
von Cytochalasin-B stark vom jeweiligen Zelltyp abhangt. So konnte fir humane
Lymphozyten eine optimale Cytochalasin-B Konzentration von 3 bis 3,5 pg/ml
(Fenech und Morley, 1985 a; Vral et al., 1994), fir Maus-Splenozyten 4,5 pg/ml
(Dreosti et al.,, 1990) und fur HaCaT Keratinozyten 4 pg/ml (Strodtholz, 1997)
ermittelt werden. Daher besteht die Notwendigkeit der Bestimmung der optimalen
Cytochalasin-B Konzentration fur den jeweils angewendeten Zelltyp.
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2 Grundlagen

Die Zytokinese-Block-Technik gewahrleistet weiterhin Einblick in die mitotische
Aktivitat einer Zellkultur und erlaubt die Berechnung des NDI (Nuclear Division
Index). Er lasst sich durch den Anteil der durch Endomitose entstandenen

binukleaten Zellen an der Gesamtzellzahl ermitteln.

_ (MI+2(M2) + 3(M3) + 4(M4))
N

NDI

Abb. 6: Formel zur Berechnung des NDI
M1-4 : Anzahl der Zellen mit 1-4 Zellkernen
N : Anzahl der insgesamt ausgewerteten Zellen

Sein Wert liegt Ublicherweise im Bereich von 1 < NDI < 2, unter der
Berucksichtigung, dass die Inkubationszeit von Cytochalasin-B ungefahr der
Populationsverdopplungszeit entspricht. Durch die Bestimmung des NDI ist es
moglich, die Vitalitat einer Zellkultur unter genotoxischer Behandlung zu eruieren

und sicherzustellen (Fenech, 1996).

2.4.2 Kriterien zur ldentifizierung von Mikronuklei

Um eine einheitliche und reproduzierbare Auswertung des Mikronukleustests zu

gewahrleisten, seien im folgenden einige Kriterien aufgefuhrt, die allgemeine

Anwendung bei verschiedenen Forschungsgruppen fanden (Countryman und
Heddle, 1976; Fenech, 1996):

Kriterien zur Erfassung von Mikronuklei:

e Der Durchmesser eines MN betragt ca. 1/3 bis 1/16 des Zellkerns
e Der MN ist nicht fragmentiert und kann so sicher von Artefakten und freien

Partikeln unterschieden werden
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2 Grundlagen

e MN mussen separat ohne Verbindung zum Zellkern im Zytoplasma vorliegen,
durfen diesen jedoch Uberlappen

e MN mussen in ihrer Farbintensitat der des Zellkerns gleichen oder sogar heller
sein

e MN werden nur in binukleaten Zellen erfasst

e Die zwei Kerne einer binukleaten Zelle mussen in etwa die gleiche GroRe
besitzen

¢ Nur einwandfrei gefarbte und vollstandig von Zytosol umgebene Zellen werden
ausgewertet

e Es werden lediglich Zellen mit zwei MN berlcksichtigt (andernfalls kdnnte sie

mit einer apoptotischen Zelle verwechselt werden)

&

Abb. 7: Beispiele fiir binukleate Zellen, die nicht die Kriterien fiir auswertbare Zellen fiir die
Zytokinese-Block-Technik erfiillen. (A) Trinukleate Zelle. Roter Kern ist fiir einen MN zu groR3. (B)
Region mit zu kleinen und zu vielen Objekten. (C) Kernausstiilpungen (nuclear blebs). Die Objekte
liegen nicht separat.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellen

Die Studien dieser Arbeit wurden an primar isolierten humanen Keratinozyten
durchgefuhrt, kurz NHEK-Zellen genannt. Sie konnten aus Hautresten von spin-
delférmigen Exzidaten, denen flir eine dermatohistopathologische Aufarbeitung
keine Bedeutung zukam, gewonnen und erfolgreich bis zur dritten Passage
kultiviert werden (s. Kap. 3.2.1, Isolierung von primédren Keratinozyten aus
Hautbiopsien). Bei hdoheren Passagen sinkt die mitotische Aktivitat der Zellen.
Unter diesem Gesichtspunkt fanden nur Zellen der ersten bis dritten Passage
Verwendung fur die Versuchsreihen.

Zur Gewabhrleistung der korrekten Zuordnung von Spenderzellen zu
Versuchsergebnissen und deren Auswertbarkeit bekam jede Kultur ihren eigenen
Code, den Probandenschlissel. Dieser gibt Aufschluss Uber den Tag der
Entnahme der Zellen im Jahre 1999, das Alter des jeweiligen Spenders und sein
Geschlecht.

Beispiel: P 1711-25w

P (Proband/Spender)
1711 (Datum: 17.11.1999)
25 (Alter: 25)

w (Geschlecht: weiblich)

3.2 Zellkulturtechnik

Die Zellkulturen wurden in 30 mm durchmessenden Petrischalen (Greiner) im
Brutschrank (Heraeus) Kkultiviert. Die optimale Temperatur fur Keratinozyten
betragt 37 °C bei einer CO; - Konzentration von 7,5 %. Zur Vermeidung von
Kontaminationen wurden samtliche Arbeitsschritte, die die Zellkultur betrafen, in
einer sterilen Sicherheitsbank (Hereaus, Sicherheitsklasse Il) durchgefuhrt. Dazu
gehorte die Isolierung der Keratinozyten aus Hautexzidaten, die Passage und
Einsaat von Zellkulturen, die Cytochalasin-B Behandlung sowie das Ansetzen von

Nahrmedium und allen weiteren in dieser Studie verwendeten Substanzen.
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3 Material und Methoden

Fir die Zellkultur benotigte Zellkulturmedien:

e Zellkulturmedium fur HaCaT-Zellen:

500 ml DMEM (Gibco BRL, 41966-029)
10 ml L-Glutamin, 200 mM (Sigma, G 7513) (in Lsg. =4 mM)
55 ml fétales Kalberserum (FCS)
(Boehringer Mannheim, 210471) (in Lsg.= 10 %)
3 ml Gentamycin, 10 mg/ml (Gibco BRL, 15710-049) (in Lsg. = 1:190)

e Zellkulturmedium (KGM-2) fiir primare Keratinozyten (NHEK):

500 ml KBM-2, 0,15 mM Ca"™* (Clonetics CC-4131)
2 ml BPE, 100 ng/ml (Clonetics CC-4002)

500 ul EGF, 0,1 pg/ml (Clonetics CC-4015)

500 pl bovines Insulin, 5 mg/ml (Clonetics CC-4021)
500 pl Hydrocortison, 0,5 mg/ml (Clonetics CC-4031)
500 ul Gentamycin (Clonetics CC-4081)

3.2.1 Isolierung von primaren Keratinozyten aus Hautbiopsien und

Bestimmung der Spontanraten

Im folgenden wird die dermo-epidermale Trennung und die Isolierung von
primaren Keratinozyten beschrieben. Im Rahmen des Mikronukleustests schlief3t
sich an die Isolierung und Einsaat der Keratinozyten die Bestimmung der
Spontanrate an. Jede Keratinozyten Kultur wurde ohne vorherige Kultivierung vor
Beginn der Testreihen auf vorhandene Mikronuklei untersucht. Von 30 Probanden
gehorten 17 dem mannlichen und 13 dem weiblichen Geschlecht an. Bei beiden

Gruppen war jedes Lebensjahrzehnt bis zum Alter von 70 Jahren erfasst.
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3 Material und Methoden

Arbeitslosungen fiir die Isolierung von primaren Keratinozyten und

Bestimmung der Spontanrate:

e Gentamycin / PBS"~Waschlésung
Fiur die Waschlosung wurde Gentamycin (Gibco, 15710-049) in PBS™ " im Verhalt-

nis 1:100 verdinnt

e Dispase

Die Dispase-Losung (30 U/mg, Boehringer Mannheim, 1284908) wurde ali-quotiert
und bei - 20 °C gelagert. 5 mg Dispase wurden in 1 ml H,O geldst und mit 11,5 ml
PBS " verdunnt (2,4 U/ml)

FCS-haltiges Zellkulturmedium (HaCaT-Zellkulturmedium, s. Kap. 3.2, Zell-
kulturtechnik)

KGM-2 Medium (s. Kap. 3.2, Zellkulturtechnik)

0,1 % ige Nay (EDTA)-L6sung (s. Kap. 3.2.2, Passage von Zellkulturen)

0,5 % Trypsin /0,2 % EDTA- Lésung (s. Kap. 3.2.2, Passage von Zellkulturen)

DAPI-Farbeldsung (s. Kap. 3.3, Mikronukleustest)

Mowiol Eindeckmedium (s. Kap. 3.3, Mikronukleustest)

Arbeitsginge fiir die dermo-epidermale Isolierunqg und Bestimmung der

Spontanrate:

e Aufbereitung der Hautproben

Aus Randbereichen von spindelformig entnommenen melanozytaren Naevi
wurden die fur die histopathologische Aufarbeitung bedeutungslosen Hautanteile
direkt im Operationssaal mit einem sterilen Skalpell abgetrennt und in ein Greiner
Réhrchen mit 5 ml HaCaT-Medium Uberflhrt. Es erfolgte ein sofortiger Transport
der Hautproben vom Operationssaal ins Labor. Hier fand unter der
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3 Material und Methoden

Sicherheitsbank mit Hilfe steriler Instrumente zunachst eine Abpraparation der
Subkutis statt. GroRerer Proben wurden in Fragmente von ca. 0,5 cm geschnitten.
AnschlieRend erfolgte eine Uberfiihrung in ein mit 5 ml Gentamycin / PBS -

Ldsung gefulltes Greiner Réhrchen.

¢ \Waschvorgang

Die aufbereiteten Hautproben wurden dreimal fur jeweils 10 min in Gentamycin /
PBS" " Losung gewaschen und so von Blutresten und Verunreinigungen befreit.

Gentamycin wurde der Waschlésung zum Schutz vor Kontamination zugegeben.

e Enzymatische dermo-epidermale Trennung

Die enzymatische Trennung von Epidermis und Dermis wurde durch Einwirkung
von Dispase erreicht. In eine 24-Napf-Platte (Greiner) wurde pro Napf 200 ul kalte
Dispase-Ldsung pipettiert und jeweils ein Hautstick in einen gefullten Napf
uberfuhrt. Es wurde darauf geachtet, dass die Hautproben mit dem epidermalen
Anteil in die Dispase eintauchten, um eine kontinuierliche Einwirkung an der
dermo-epidermalen Junktionszone zu gewahrleisten. Die Inkubation betrug in der
Regel ca. 20 h bei einer Temperatur von 4 °C. Nach erfolgter Einwirkungszeit der
Dispase konnte die Epidermis vorsichtig mit sterilen Pinzetten von der Dermis

getrennt werden.

e EDTA-Behandlung

Jedes einzelne Epidermisfragment wurde separat in ein Greiner-Rdéhrchen
dberfuhrt und mit 2 ml Nax(EDTA)-Lésung flir 10 min bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation (Heraeus, Megafuge 1,0 R) bei 1200 U /
min far 10 min. AnschlieBend konnte die EDTA-L6osung vorsichtig dekantiert

werden.

e Trypsin Behandlung

Die Trypsin Behandlung fuhrte zur enzymatischen Separierung der Keratinozyten

aus ihrem Zellverband. In das Greiner-Réhrchen wurde 1 ml Trypsin / EDTA-

27
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Ldsung pipettiert und eine kurze Durchmischung auf dem Vortexer (Heidolph,
Reax top) vorgenommen. Es folgte eine Inkubation bei 37 °C im Brutschrank fur
10 min. Nach 5 und 8 min wurde das Rohrchen erneut kurz kraftig geschattelt.
Anhand des Tribungsgrades liel3 sich die Vereinzelung der Zellen ablesen. Die
enzymatische Wirkung des Trypsins wurde durch die 5 -fache Menge FCS-
haltigen HaCaT-Mediums gestoppt. Zellfreie, teilweise noch vorhandene
Epidermisreste wurden vor der Abzentrifugation des Greiner-Rohrchens bei 1200

U / min entfernt.

e Einsaat und Kultivierung

Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet mit 1 ml frischem KGM-2-Medium
resuspendiert. Die Zellen wurden in einer Zahlkammer (Neubauer) unter dem
Elektronenmikroskop ausgezahlt und etwa in einer Konzentration von 8 x 10*
Keratinozyten in eine 30 mm durchmessenden Napf (Greiner) mit 2 ml KGM-2-
Medium eingesat. Fur eine erfolgreiche Kultivierung benotigten die Zellen eine
Temperatur von 37 °C im Brutschrank und fur die ersten zwei Tage absolute
Ruhe. Der erste Mediumwechsel erfolgte frihestens nach 2 Tagen und die erste

Passage nicht bevor eine Konfluenz von 40 - 50 % erreicht wurde.

e Bestimmung der Spontanrate

Nach der oben beschriebenen Zentrifugation und Resuspension mit KGM-2
Medium kann an Stelle der Einsaat der Zellen in eine Kultur ebenso die Ermittlung
der Spontanrate erfolgen. Hierzu wurden jeweils 100 ul der Zellsuspension in
einen speziellen Zytospin-Einsatz pipettiert. Eine 10 minltige Zentrifugation bei
1800 U/min fuhrte zu einer Aufspreitung der Keratinozyten auf einen Objekt-trager.
Die nachfolgenden Arbeitsschritte, beginnend mit der Farbung der Zellkerne, sind
identisch mit denen des Mikronukleustest (s. Kap. 3.3, Mikronukleustest, ab
“Farbung der Zellkerne®). Fur die Bestimmung der Spontanrate wurden ebenfalls
2000 binukleate Keratinozyten unter dem Fluoreszenzmikroskop auf das

Vorhandensein von Mikronuklei gepruft.
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3.2.2. Passage von Zellkulturen

Die Zellkulturen wurden taglich bzw. zwei Tage nach der Isolierung und
Ersteinsaat mikroskopisch auf ihr Wachstum hin kontrolliert. Der Zeitpunkt der
Passage richtete sich nach der Konfluenz der Zellkultur. Bei NHEK-Zellen sollte
sie 50 — 60 % nicht Uberschritten haben, da es bei zunehmender Konfluenz zu
einer Abnahme der Proliferationsrate kam. Fur die erfolgreiche Durchfihrung des
Mikronukleustests war eine stark proliferierende Zellkultur eine entscheidende
Voraussetzung. Die erste Passage einer Zellkultur konnte im Durchschnitt nach
zehn bis zwdlf Tagen durchgefiuhrt werden. Weitere folgten in einem Rhythmus

von ca. drei bis vier Tagen.

Arbeitslosung fiir die Passage:

e 0,1 % ige Nay(EDTA)-LOsung (Sigma, E5134) in PBS™ ~ (phosphatgepufferte
Salzlésung ohne Ca*™*/ Mg**, PAA H15-001) angesetzt und mit Hilfe eines 0,22
pm Filters (Millipore, SCGS 10012) steril filtriert. Diese Losung wurde aliquotiert
und bei -20 °C aufbewahrt.

e 0,5 % Trypsin / 0,2 % EDTA-Losung (Gibco, 35400-027) wird mit PBS™ ™ 1:5
verdunnt und aliquotiert. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

e FCS-haltiges Zellkulturmedium (HaCaT-Zellkulturmedium, s. Kap. 3.2, Zellkul-
turtechnik)

Arbeitsginge fiir die Passage von Zellkulturen:

Die genannten Mengenangaben sind auf 25 cm? Kulturflaschen zu beziehen. Fir
75 cm? Kulturflaschen wurde die Doppelte und fir 30 mm durchmessende

Petrischalen die Halfte der angegebenen Menge benutzt.

e Abpipettieren des Zellkulturmediums
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e Zugabe von 2 ml vorgewarmter Nay(EDTA)-L6sung und Inkubation im
Brutschrank bei 37 °C fir 8 min

Die EDTA-Behandlung labilisierte und I0ste die Zell-Zellkontakte der Keratinozyten
durch Chelatbildung, bei welcher zweiwertige lonen, wie z.B Ca™, abgefangen
wurden. Im Lichtmikroskop lie® sich dieser Vorgang anhand der zunehmend
lichtbrechenden Zellrander verfolgen und kontrollieren. Nach einer Inkubationszeit

von 8 min wurde die EDTA-L6sung abpipettiert.

e Zugabe von 1 ml Trypsin / EDTA-LOsung

Die Trypsin/EDTA-L6sung flhrte zur Ldsung der Keratinozyten vom
Kulturflaschenboden. Die Inkubationszeit wurde hierbei durch die Geschwindigkeit
der kompletten Ablésung der Zellen bestimmt und konnte mit bloRem Auge
anhand einer zunehmenden Trubung der Flussigkeit beobachtet werden.
Zusatzlich wurde eine mikroskopische Kontrolle durchgefuhrt. In der Regel betrug
die Dauer dieses Prozesses 2 - 3 min unterstitzt durch ein vorsichtiges seitliches

Beklopfen der Kulturflasche.

e Zugabe von 5 ml FCS-haltigem HaCaT-Medium

Um die enzymatische Wirkung des Trypsins zu beenden, wurden 5 ml des FCS-
haltigen HaCaT-Mediums zur Zellsuspension zugegeben. FCS konkurrierte mit
Trypsin im Sinne einer kompetitiven Hemmung. Durch Resuspension mittels einer

Pipette erfolgte eine vollstandige Losung der Zell-Zellkontakte.

e Bestimmung der Zellanzahl

Zur Zellzahlbestimmung wurden 100 ul der Zellsuspension mit einer Eppendorf
Pipette abgenommen und in einer Zahlkammer (Fuchs-Rosenthal) durch
mikroskopische Auszahlung bestimmt. In eine 25 cm? Kulturflasche erfolgte die

Einsaat von ca. 2,5 x 10° Zellen.
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e Zentrifugation

Die restliche Zellsuspension wurde in ein Greiner Réhrchen Uberfihrt und 10 min
bei 1200 U / min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
mit der berechneten Verdinnung mit frischem Medium aufgefullt und

resuspendiert.

e Einsaat

AbschlieRend wurde die berechnete Menge der neu erstellten Zellsuspension in
eine sterile Zellkulturflasche pipettiert und mit Medium aufgefiillt (in einer 25 cm?
Zellkulturflasche befanden sich schlieRlich 5 ml, in einer 75 cm? Zellkulturflasche

15 ml und in einer 35 mm Petrischale 2 ml).

3.3 Mikronukleustest

Der Mikronukleustest ermdglicht den Nachweis von DNA Schadigungen in Form
von Mikronuklei, die durch Farbung sichtbar und mikroskopisch auswertbar
gemacht wurden. Um den Mikronukleustest in seiner erweiterten Form als
Zytokinese-Block-Technik an humanen Keratinozyten zu etablieren, erfolgte zu
Beginn die Ermittlung der optimalen Konzentration von Cytochalasin-B. Die
Zytokinese-Block-Technik gewahrleistete weiterhin Einblick in die
Proliferationsrate der Zellkultur und erlaubte die Berechnung des NDI (Nuclear

Division Index).

Arbeitslosung fiir den Mikronukleustest:

e FCS-haltiges Zellkulturmedium (HaCaT-Zellkulturmedium, s. Kap. 3..2.2,

Passage von Zellkulturen)

o KGM-2 Medium

e 0,1 % ige Nay(EDTA)-LGOsung (s. Kap. 3.2.2, Passage von Zellkulturen)
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e 0,5 % ige Trypsin / 0,2% ige EDTA-LGsung (s. Kap. 3.2.2)

e Cytochalasin-B Stammldésung:
1 mg Cytochalasin-B (Cyt-B) (Sigma C6762)
500 ul Dimethylsulfoxid (DMSO) (Merck 2950.0500)

Aufgrund der hohen Toxizitdt von Cytochalasin-B wurde das Dimethylsulfoxid
durch eine Einwegspritze zugegeben. Die Loésung wurde steril in Eppendorf-

Mikroreaktionsgefalen (Eppendorf, 3810) aliquotiert und bei 4 °C gelagert.

e DAPI-Farbel6sunag:
50 mg DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindoldihydro-chlorid) (Sigma, D9542)
100 ml PBS™ " (Gibco BRL, 14040-091)

Die so entstandene 0,5 mg / ml DAPI-Stamml6sung wurde aliquotiert und bei 4 °C

gelagert.

e Mowiol Eindeckmedium:

1g Mowiol (Aldrich, 32,459) wurde in 3 ml PBS™ ~ unter Erhitzen gelost. Nach
Abkuhlung wurde die Lésung auf 0,02 % NaNs (Merck, 6688) zur Konservierung
eingestellt und zur Entfernung von Luftblasen einige Stunden bei 37 °C inkubiert.

Die anschlieende Lagerung erfolgte bei 4 °C.

Arbeitsgange fiir den Mikronukleustest mit Zytokinese-Block-Technik:

e Einsaat der Zellen

Fir den Mikronukleustest wurden in der Regel 35 mm durchmessende
Petrischalen mit ca. 5 - 8 x 10* Zellen / Schale eingesat. Erreichten die Keratino-

zyten eine Konfluenz von etwa 50 - 60 % konnte mit dem Test begonnen werden.
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e UV-Bestrahlung

Die UV-Bestrahlung der Keratinozyten erfolgte in 35 mm durchmessenden
Petrischalen. Zuvor wurde das Zellkulturmedium abpipettiert und durch 2 ml
EBSS’ ° ersetzt. Die Kulturschalen wurden ohne Deckel nach einem definierten
Protokoll (s. Kap. 3.4, Dosiometrie und Bestrahlung) in bzw. unter der jeweiligen

Bestrahlungseinheit positioniert und bestrahlt.

e Inkubation mit Cytochalasin-B

Nach der Bestrahlung wurde EBSS™ ™ abpipettiert und durch 2 ml KGM-2-Medium
mit einem Zusatz von 2 ug/ml Cytochalasin-B ersetzt. AnschlieRend erfolgte eine
Inkubation fur 24 h bei 37 °C im Brutschrank.

Die optimale Konzentration von 2 pg / ml Cytochalasin-B wurde zuvor in einer
Verdinnungsreihe ermittelt. Fur die Erstellung einer Dosis-Wirkungskurve bei
humanen Keratinozyten wurden diese fur 24 h mit unterschiedlichen Cytochalasin-
B Konzentrationen (0; 1; 2; 3; 4; 6 und 8 pg/ml) inkubiert. Nach anschlieRender
Aufarbeitung und Anfarbung mit DAPI-L6sung wurden jeweils 1000 Zellen auf das

Verhaltnis mono- zu binukleat hin Gberpruft.

e Abtrypsinierung der Keratinozyten

Die enzymatische Vereinzelung erfolgte wie beschrieben (s. Kap. 3.2.2, Passage
von Zellkulturen). Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml Greiner-Rohrchen
uberfuhrt und mit HaCaT-Medium bis auf 15 ml aufgefullt. So erhielten die Zellen
bei der nachfolgenden Zentrifugation von 10 min bei 1200 U/min bereits eine

Vorwaschung.

e Konzentrationseinstellung und Aufspreitung der Zellen auf Objekttrager

Nach der Zentrifugation erfolgte die Konzentrationseinstellung mit KGM-2 Medium
(s. Kap. 3.2.2). Als optimal erwies sich hierbei eine Zellzahl von 4 x 10* Zellen in
100 ul pro Objekttrager. Die Aufspreitung der Keratinozyten auf den Objekttrager
erfolgte in der Zentrifuge mit speziellen Zytospin Einsatzen fur 10 min bei 1800 U/

min. Die Einsatze ermdglichten pro Objekttrager zwei Aufspreitungspools. Nach
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dem abpippetieren des Flussigkeitsuberstandes wurde die Dichte der Zellen

mikroskopisch Uberpruft.

e Farbung der Zellkerne

Zunachst wurde der Objekttrager an der Luft getrocknet. Die aufgespreitete
Zellpopulation wurde dann mit einem Silikonstift (Dako-Pen, S2002) auf dem
Objekttrager umrandet, um eine Ausbreitung der Farbung auf dem gesamten
Objekttrager zu verhindern. Pro Zellareal wurden 200 pl DAPI Farbelésung mit
einer Eppendorf Pipette aufgebracht. Die DAPI-Farbung bendtigte eine
Inkubationszeit von 20 min und sollte im abgedunkelten Raum erfolgen, um eine
vorzeitige Anregung der Fluoreszenz zu vermeiden. Sie farbt nur spezifisch die
DNA der Zellen an, so dass nur der Zellkern und die entstandenen Mikronuklei

sichtbar wurden.

¢ \Waschvorgang

Nach 20 min Einwirkungszeit der Farbung wurde die DAPI-L6sung schwungvoll
abgeworfen. Es folgte ein Waschvorgang der Objekttrager in einem Wasserbad
(Leitungswasser) fur ca. 10 min, um Uberschissige Anteile der DAPI-Lésung zu

entfernen. Auch dieser Vorgang fand im abgedunkelten Raum statt.

e Eindecken mit Mowiol-Losung

Im trockenen Zustand konnten die Objekttrager nun mit Mowiol eingedeckt
werden. Dazu wurde mit einer Einmalpipette aus Kunststoff ca. 0,5 - 1 ml Mowiol
Losung auf den zuvor markierten Bereich des Objekttragers pipettiert und
anschlieend ein Deckglas aufgebracht. Die fertigen Objekttrager wurden

entweder sofort ausgewertet oder dunkel gelagert.

e Auswertung des Mikronukleustests

Die Zellkerne der Keratinozyten und die entstandenen Mikronuklei waren bei 400 -
facher VergroRerung im Fluoreszenzmikroskop gut sichtbar. DAPI emittiert

hellblaues Licht (480 - 490 nm) bei einer Fluoreszenzanregung von 360 nm. Die
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Auswertung erfolgte durch Zahlen von 2000 binukleaten Zellen, die auf das
Vorhandensein von Mikronuklei anhand der beschriebenen Kriterien zur Identifi-
zierung von Mikronuklei (s. Kap. 2.4.2, Kriterien zur Identifizierung von Mikro-
nuklei) gepruft wurden.

Fir die Bestimmung des Kernteilungsindex (NDI) wurden 200 Gesamtzellen
gezahlt und zwischen mono- und binukleat differenziert (s Kap. 2.4.1, Zytokinese-
Block Technik).

3.4 Dosiometrie und Bestrahlung

Fir die Bestrahlung der Keratinozyten mit UVB-Licht wurde ein genauer
Bestrahlungsplan festgelegt. Um die unterschiedlichen Effekte der Breitband-UVB
(280-320nm) gegenlber der Schmalspektrum-UVB (311nm) Bestrahlung zu
untersuchen, wurden humane Keratinozytenkulturen von 15 verschiedenen
Probanden, 7 weibliche und 8 mannliche, des Hauttyps Il und Ill ausgewahlt und
jeweils pro Proband in finf 35 mm durchmessenden Petrischalen kultiviert. Jede
Petrischale eines Probanden wurde je nur einmalig bestrahlt, mit nur einer der
beiden UV-Strahler und nur einer bestimmten Dosis. So konnte jeder Proband mit
unterschiedlichen Dosierungen der zwei Spektralbereiche exponiert werden und
sowohl eine individuelle als auch untereinander vergleichende Auswertung der
Ergebnisse gewahrleistet werden. Die untersuchten Bestrahlungsdosen wurden
unter dem Gesichtspunkt der minimalen erythemalen Dosis (MED), die bei
Hauttyp Il ca. 20 - 40 mJ / cm? liegt (Fitzpatrick, 1997), ausgewahlt. Die
Energiedosen im Schmalspektrum-UVB Bereich liegen dabei jeweils um eine
Zehnerpotenz uber denen der Breitband-UVB-Bestrahlung, wie es in der klinisch-
therapeutischen Anwendung beider Wellenlangenbereiche in der Dermatologie
der Fall ist.

Die Kontrolle der Lampenleistung und die Bestimmung der Bestrahlungsdosen
erfolgte mit einem IL-1700 Radiometer, welches mit einer UVA und einer UVB
Sonde ausgestattet ist. Die verschiedenen Bestrahlungsdosen wurden jeweils
durch Veranderungen der Expositionszeiten erzielt. Um einen zeitlich konstanten
Strahlenfluld zu gewahrleisten wurde die Bestrahlungseinheit 30 min vor

Testbeginn eingeschaltet.
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Fir die Berechnung der Dosis ergibt sich folgende Formel:

Dosis (J / cm?) = Leistungsfluss (W / cm?) x Zeit (s)

3.4.1 Breitband-UVB-Bestrahlung

Die Testungen im Breitband-UVB Bereich wurden unter einem Sonnensimulator
(SOL 500 S, Dr. Honle) mit einem UVC Sperrfilter (H2 Kantenfilter) bei einem
Strahlungsfluss von 0,128 mW/cm? in der Probenebene durchgefiihrt.

Die Emission beginnt bei 290 nm und reicht in den UVA Bereich hinein. Aufgrund
der kurzen Expositionszeiten wurden die Keratinozyten nur einer vernachlassigbar
geringen UVA Dosis ausgesetzt. Die Leistung wurde mit einer UV-Sonde (Dr.
Honle) bestimmt und durch den Abstand zwischen der Zellkultur und den Rohren

des UV-Strahlers festgelegt. Dieser Abstand betrug bei der angegebenen Leistung
30 cm.

Spektralverteilung SOL 500
150 -
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Abb. 8: Spektrale Leistungsverteilung der Breitband-UVB-Quelle

Die Keratinozytenkulturen von 15 verschiedenen Probanden wurden jeweils mit
zwei unterschiedlichen Dosierungen von 15 und 25 mJ/cm? UVB-Strahlung be-

handelt, was einer Expositionszeit im Minutenbereich entsprach. Gleichzeitig
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wurde zu jeder Zellkultur eine unbestrahlte Null-Kontrolle gefuhrt, um Aufschluss

uber spontan entstehende Mikronuklei zu gewinnen.

UVB-Dosis (mJicm?) |Expositionszeit (t)

15 2 min

25 3 min

Tab. 3: Expositionszeiten fiir Breitband-UVB-Bestrahlung bei einem UVB-Strahlenfluss von 0,128
mW/em? in der Bestrahlungsebene

3.4.2 Schmalspektrum-UVB-Bestrahlung

Die Schmalspektrum-UVB-Bestrahlung erfolgte durch eine Ganzkorper-
bestrahlungskabine der Firma Waldmann (Waldmann F85 /100W-01), die in der
dermatologischen Lichttherapie Anwendung findet. Es handelt sich hierbei um
eine Stehkabine. Der Strahlenfluss betrug in der Probenebene in der Mitte der
Kabine in 40 cm Hohe 9,58 x 0,94 mW/cm?. Die Probanden Schalen wurden dazu
auf einen mit schwarzer Flache besehenen Sockel in der angegebenen Hbéhe in
der Kabinenmitte zentriert.

Die Emission beginnt bei 305 nm und reicht bis 330 nm mit einem deutlichen
Maximum bei 311 nm. Die sehr geringe Emission im UVA-Bereich konnte

aufgrund der kurzen Expositionszeiten vernachlassigt werden.
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Waldmann F 85/100W-01
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Abb. 9: Spektrale Leistungsverteilung der Schmalspektrum-UVB-Bestrahlungsquelle

Auch mit Schmalspektrum-UVB wurden Keratinozytenkulturen von 15 ver-
schiedenen Probanden unabhangig voneinander bestrahlt. Hierzu wurden UV-
Dosen von 120, 240 und 590 mJ/cm? gewahlt. Die Expositionszeiten lagen im
Sekundenbereich. Jede Versuchsreihe enthalt eine unbestrahlte Null-Kontrolle um

die Anzahl spontan entstandener Mikronuklei zu bestimmen.

UVB Dosis (mJ/cm?) |Expositionszeiten (t)

120 12 sec
240 24 sec
590 59 sec

Tab. 4: Expositionszeiten fiir Schmalspektrum-UVB-Bestrahlung bei einem UVB-Strahlenfluss
von 9,58 x 0,94 mW/cm? in der Bestrahlungsebene
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3.4.3 Bestrahlung von Zellkulturen

Die Bestrahlung der Keratinozyten erfolgte in 35 mm Petrischalen. Um
Photoreaktionen einzelner Mediumsbestandteile zu vermeiden, wurde das
Kulturmedium vor der Bestrahlung unter der Sicherheitsbank abgezogen und
durch 2 ml einer phosphatfreien Salzlosung (EBSS) ersetzt. Fir die Dauer der UV-
Lichteinwirkung wurde jeweils der Deckel der Petrischale entfernt, um so die
spektrale Leistungsverteilung der Strahlenquelle zu erhéhen. Nach der
Bestrahlung wurde die EBSS-Losung ebenfalls unter der Sicherheitsbank
abpipettiert und die Petrischale mit 2 ml der KGM-2 / Cytochalasin-B Ldsung
aufgefullt. Es folgte mit einer 24 -stundigen Inkubation der Zellkulturen bei 37 °C

im Brutschrank, der Beginn des Mikronukleustests (s. Kap. 3.3, Mikronukleustest).
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4.1 Bestimmung der optimalen Cytochalasin-B Konzentration fir humane

Keratinozyten

Die Bestimmung der optimalen Cytochalasin-B Konzentration ist die Basis fur die
folgenden Versuchsreihen. Humane Keratinozyten wurden fir 24 Stunden mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Cytochalasin-B (0; 1; 2; 3; 4; 6; und 8 pug/ml)
inkubiert und im Anschluss die Anzahl binukleater Zellen gepruft.

Es zeigte sich eine Zunahme des Anteils binukleater Zellen mit zunehmender
Cytochalasin-B Konzentration bis zu einem Optimum von 2 pg/ml Cytochalasin-B.
Hier lagen 55 % der Keratinozyten in binukleatem Zustand vor. Jede weitere
Konzentrationssteigerung fuhrte zu einer Verminderung des prozentualen Anteils

binukleater Zellen.

Binukleaten Bildung in Abhéngigkeit zur Cyt-B-Konzentration

100% - T I I
O Mononukleate Zellen

90% | @ Binukleate Zellen

80% —

70%

60%

=
N
=)

-
(o]
N

50% -

40% -

Gesamtzellzahl [%]

30% -

20%

10% -

0%

0 1 2 3 4 6 8
Cyt-B-Konzentration [ug/ml]

Abb. 10: Binukleate Zellen (%) in Abhéngigkeit von der Cytochalasin-B Konzentration. NHEK-Zellen
wurden mit Cyt-B fiir 24 h inkubiert. Es zeigte sich ein Anstieg der binukleaten Zellen bis zu einer
Konzentration von 2 ug ml Cyt-B. Bei héheren Cyt-B Konzentrationen war keine weitere Zunahme zu
beobachten. Die optimale Konzentration lag bei 2 ug/mi.
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4.2 Die Frequenz spontan entstandener Mikronuklei in Abhangigkeit vom
Alter und Geschlecht der Probanden

Mikronuklei entstehen auch ohne induzierte genotoxische Behandlung ,spontan”
durch naturliche Faktoren. Dies wird als Spontanrate bezeichnet. Ihre Erfassung
erfolgte an unbehandelten, mononukleaten humanen Keratinozyten direkt nach

deren Isolierung aus dem Zellverband der Haut.

Spontanraten
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Abb. 11: Spontanrate (Mikronuklei in %) in Bezug zum Alter und Geschlecht (n= 30; w= 13 rot, m= 17
blau). Humane Keratinozyten wurden direkt nach ihrer Isolierung aus Vollhaut auf einen Objekttrdger
aufgebracht und nach Anfarbung mit DAPI-Lésung auf das Vorhandensein von Mikronuklei hin
untersucht. Hierzu wurden jeweils 2000 Keratinozyten beurteilt. Mit steigendem Alter lasst sich bei
Ménnern und Frauen eine gleichsinnige Tendenz der Mikronukleuszunahme feststellen (R2= 0,6751).

Abbildung 11 zeigt die Spontanraten in Bezug zum Alter und Geschlecht der
Probanden. Es lie} sich tendenziell eine Zunahme der Anzahl spontan entstandener
Mikronuklei mit steigendem Lebensalter bei beiden Geschlechtern ermitteln.

Eine signifikante Abhangigkeit der Spontanrate vom Geschlecht der Probanden
konnte nicht nachgewiesen werden (p= 0,69). Bei Frauen zeigte sich ein Mittelwert
von 0,44 % spontan entstandener Mikronuklei und bei Mannern ein minimal héherer
Wert von 0,47 %. Unabhangig vom Alter und Geschlecht der Probanden lief3 sich flr
die Spontan-rate von humanen Keratinozyten ein Mittelwert von 0,46 % (+ 0,18)

ermitteln.
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Spontanraten
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Abb. 12: Spontanraten (Mikronuklei in %) in Abhdngigkeit vom Geschlecht. Von 30 Probanden wurden
die Mittelwerte der spontan entstandenen Mikronuklei in Abhédngigkeit vom Geschlecht berechnet. Es
ldsst sich kein signifikanter Unterschied der Mikronukleushéufigkeit zwischen Ménnern und Frauen
feststellen (p= 0,69).

4.3 Phototoxizitatspriifung mit Breitband-UVB-Bestrahlung

Humane Keratinozyten wurden mit zwei verschiedenen UVB-Breitband Dosen von
15 und 25 mJ/cm? bestrahlt und im Anschluss dem Mikronukleustest unterzogen. Es
wurde jeweils eine unbestrahlte Null-Kontrolle mitgefuhrt um den Einfluss der UV-
Strahlung auf die Mikronukleusbildung bewerten zu kdnnen. Mit steigender UVB-
Bestrahlungsdosis zeigte sich ein Anstieg der Mikronukleusanzahl (s. Abb. 13). In
der unbestrahlten Null-Kontrolle betrug der prozentuale Anteil an Mikronuklei 0,36 %.
Nach erfolgter UVB-Bestrahlung mit 15 mJ/cm? lag der prozentuale Anteil an
Mikronuklei bei 0,67 % und stieg nach einer Dosis von 25 mJ/cm? auf 1,04 %. Der
Anstieg der Mikronukleusanzahl mit zunehmender Bestrahlungsdosis konnte auch in
Bezug auf das Alter der Probanden nachgewiesen werden. In jedem erfassten
Lebensalter erfolgte eine dosisabhangige Zunahme der Mikronukleusbildung. Diese
fiel jedoch bei der hdheren Bestrahlungsdosis von 25 mJ/cm? bei den jiingeren
Probanden tendenziell hoher aus als bei den alteren Probanden. Mit steigendem
Alter der Probanden wurde tendenziell eine zunehmend geringere Anzahl an
Mikronuklei gebildet (s. Abb. 14).
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Breitband-UVB-Bestrahlung
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Abb. 13: Mikronukleusbildung in Abhéngigkeit von der Breitband-UVB-Bestrahlung. Humane
Keratinozyten wurden mit zwei verschiedenen Energiedosen bestrahlt und anschlieBend dem
Mikronukleustest unterzogen. Dargestellt ist der prozentuale Anteil MN-haltiger Zellen. In allen
Versuchen wurden jeweils 2000 binukleate Zellen pro Behandlungsgruppe und 200 Zellen fiir die NDI-
Bestimmung ausgezé&hit.
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Abb. 14: Mikronukleusbildung in Abhéngigkeit von der UVB-Bestrahlungsdosis. Primére Keratinozyten
wurden mit zwei verschiedenen UVB-Dosen bestrahlt und der Cytokinese-Block-Technik unterzogen.
Dargestellt ist der prozentuale Anteil MN-haltiger Zellen in den unterschiedlichen Einzelversuchen
(Balken). In allen unabhéngigen Versuchen wurden jeweils 2000 binukleate Zellen pro Einzelversuch
und Behandlungsgruppe und 200 Zellen fiir die NDI-Bestimmung ausgezabhit.
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4.3.1 Bestimmung des NDI nach Breitband-UVB-Bestrahlung

Im Anschluss an die Breitband-UVB-Bestrahlung wurde zur Beurteilung der Vitalitat
der Keratinozytenkulturen der Nuclear division index (NDI) bestimmt. Es zeigte sich
mit steigender UVB-Bestrahlungsdosis eine kontinuierliche Abnahme des NDI. Die
nicht bestrahlte Kontrolle zeigte einen mittleren NDI Wert von 1,56. Nach einer
Breitband-UVB-Bestrahlung mit 15 mJ/cm? fiel der NDI auf 1,32 und weiter auf einen
mittleren NDI Wert von 1,19 nach einer Breitband-UVB Dosis von 25mJ/cm? (s. Abb.
15). Die mit zunehmender Bestrahlungsdosis sinkenden NDI Werte zeigten keine
Altersabhangigkeit (s. Abb. 16).

NDI nach Breitband-UVB-Bestrahlung
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Abb. 15: Nuclear division index im Verlauf der Breitband-UVB-Bestrahlung, Mittelwerte. Jeweils 200
behandelte Keratinozyten wurden bezliglich mono- / binukleater Zellkernstruktur untersucht und der
Durchschnitt der ermittelten Ergebnisse fiir die unterschiedlichen Bestrahlungsdosen berechnet. Mit
ansteigender Dosierung der Breitband-UVB Behandlung sinkt der NDI-Wert.
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Abb. 16: Nuclear division index im Verlauf der Breitband-UVB-Bestrahlung, Einzelwerte. Nach der UV-
Behandlung der Keratinozyten mit Breitband-UVB wurden jeweils 200 Keratinozyten fiir die NDI
Bestimmung ausgezédhlt und die Struktur ihres Zellkerns, mono- bzw. binukleat, untersucht.
Tendenziell erkennt man eine Abnahme der Kernteilung bei steigender Bestrahlungsdosis.

4.4 Phototoxizitatsprufung mit Schmalspektrum-UVB-Bestrahlung

Analog zur Phototoxizitatsprifung mit der Breitband-UVB-Bestrahlung wurden
humane Keratinozyten mit drei unterschiedlichen Dosen einer Schmalspektrum-UVB
Lampe bestrahlt und direkt im Anschluss dem Mikronukleustest unterzogen. Es
zeigte sich mit steigender Dosis der Schmalspektrum-UVB-Bestrahlung eine
Zunahme der Mikronukleusanzahl. In der unbehandelten Null-Kontrolle betrug der
prozentuale Anteil an Mikronuklei 0,36 %. Bei einer Schmalspektrum-UVB Dosis von
120 mJ/cm? betrug die Anzahl 0,54 %, stieg bei der doppelten Schmalspektrum-UVB
Dosis von 240 mJ/cm? auf 0,76 % und lag bei der hdchsten getesteten
Schmalspektrum-UVB Dosis von 590 mJ/cm? bei 1,11 % Mikronuklei (s. Abb. 17).
Analog zu den Ergebnissen der Breitband-UVB-Bestrahlung konnte eine
dosisabhangige Zunahme der Mikronukleusbildung bis auf eine Ausnahme in jedem
erfassten Alter nachgewiesen werden (s. Abb. 18).
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Schmalspektrum-UVB-Bestrahlung
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Abb. 17: Mikronukleusbildung in Abhéngigkeit von einer Schmalspektrum-UVB-Bestrahlung,
Mittelwerte. Humane Keratinozyten wurden mit drei verschiedenen Energiedosen in einer
Schmalspektrum-UVB Kabine bestrahlt und anschlieBend dem Mikronukleustest unterzogen.
Dargestellt ist der prozentuale Anteil MN-haltiger Zellen. In allen Versuchen wurden jeweils 2000
binukleate Zellen pro Behandlungsgruppe und 200 Zellen fiir die NDI-Bestimmung ausgezébhit.
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Abb. 18: Mikronukleusbildung in Abhéngigkeit von der Schmalspektrum-UVB-Bestrahlungsdosis,
Einzelwerte. Humane Keratinozyten wurden mit drei verschiedenen Energiedosen bestrahlt und
anschlieBend dem Mikronukleustest unterzogen. Dargestellt ist der prozentuale Anteil MN-haltiger
Zellen der Einzelversuche. In allen Versuchen wurden jeweils 2000 binukleate Zellen pro
Behandlungsgruppe und 200 Zellen fiir die NDI-Bestimmung ausgezéahit.

46



4 Ergebnisse

4.41 Bestimmung des NDI nach Schmalspektrum-UVB-Bestrahlung

Analog zur Auswertung nach der Breitband-UVB-Bestrahlung wurde der NDI durch
Betrachtung von jeweils 200 Zellen bezlglich ihrer Kernstruktur, mono- bzw.
binukleat, bestimmt. In Abb. 19 sieht man die Einzelergebnisse in Bezug zum Alter
der Probanden und der Bestrahlungsdosis. Es zeigte sich unabhangig vom Alter der
Probanden eine Abnahme des NDI Wertes mit ansteigender Schmalspektrum-UVB-
Bestrahlungsdosis. In Abb. 20 sind die Mittelwerte des NDI in Bezug zu den ver-
schiedenen Bestrahlungsdosen wiedergegeben. Hier sieht man deutlich die
kontinuierliche Abnahme des NDI Wertes. In der nicht bestrahlten Kontrolle zeigte
der NDI einen Mittelwert von 1,58. Nach einer Bestrahlung mit 120 mdJ/cm?
Schmalspektrum-UVB sank der NDI auf einen mittleren Wert von 1,42. Bei der
doppelten Bestrahlungsdosis von 240 mJ/cm? fiel sein Mittelwert auf 1,25 ab und
erreichte bei einer weiteren Dosissteigerung auf 590 mJ/cm? nur noch einen mittleren
Wert von 1,13.

2
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Abb. 19: Nuclear division index im Verlauf der Schmalspektrum-UVB-Bestrahlung und in Bezug zum
Alter der Probanden, Einzelwerte. Nach der UV-Behandlung der Keratinozyten mit Schmalspektrum-
UVB wurden jeweils 200 Keratinozyten fiir die NDI Bestimmung ausgezéhlt und die Struktur ihres
Zellkerns, mono- bzw. binukleat, untersucht. Es zeigte sich eine Abnahme der Kernteilung bei
steigender Bestrahlungsdosis in jeder Altersgruppe.
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NDI nachSchmalspektrum-UVB-Bestrahlung
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Abb. 20: Nuclear division index im Verlauf der Schmalspektrum-UVB-Bestrahlung, Mittelwerte. Jeweils
200 behandelte Keratinozyten wurden bezliglich mono- / binukleater Zellkernstruktur untersucht und
der Durchschnitt der ermittelten Ergebnisse fiir die unterschiedlichen Bestrahlungsdosen berechnet.
Mit ansteigender Dosierung der Schmalspektrum-UVB-Behandlung sank der NDI-Wert.

4.5 Vergleich der Phototoxizitdt von Breitband-UVB und Schmalspektrum-
UVB-Bestrahlung

Wie bereits im Vorfeld erwahnt, lag zwischen den Bestrahlungsdosen von Breitband-
UVB und Schmalspektrum-UVB jeweils eine Zehnerpotenz, da sie in dieser Form in
der Therapie von dermatologischen Erkrankungen Anwendung finden. Somit bestand
die Moglichkeit, einen Vergleich zwischen den Ergebnissen der 15 mJ/cm? und 25
mdJ/cm? Breitband-UVB und denen der 120 mdJ/cm? und 240 mJ/cm?
Schmalspektrum-UVB-Bestrahlungen zu erstellen. Im Vergleich der beiden UVB
Spektren zeigte sich, dass mit zunehmender UV-Dosis der prozentuale Anteil
mikronukleushaltiger Zellen nach der Breitband-UVB-Bestrahlung hdher lag als nach
vergleichbaren UV-Dosen der Schmalspektrum-UVB-Bestrahlung. Bei einer
Bestrahlung mit 15 mJ/cm? Breitband-UVB konnte ein Mittelwert von 0,67 %
Mikronuklei festgestellt werden. Bei der therapie-equivalenten Dosierung im
Schmalspektrum-UVB Bereich, 120 mJ/cm?, waren es dagegen 0,54 % Mikronuklei.
Hier war zwischen beiden Testreihen ein Unterschied von 0,13 % Mikronuklei zu

erkennen. Eine hohere Mikronukleusrate zeigte sich bei der Gegenuberstellung von
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25 md/cm? Breitband-UVB und der ca. zehnfach héheren Schmalspektrum-UVB-
Bestrahlung von 240 mJ/cm?. Die prozentualen Mittelwerte lagen bei 1,04 % im
Breitband bzw. 0,76 % im Schmalspektrum Bereich. Hier ergab sich eine Differenz
von 0,28 % Mikronuklei.

Die hochste getestete Schmalspektrum-UVB Dosis von 590 mJ/cm? entsprach bei
therapeutisch equivalenter Dosierung etwas mehr als dem Doppelten der héchsten
getesteten Breitband-UVB-Bestrahlung von 25 mJ/cm?. Im Vergleich dieser beiden
Dosierungen zeigte sich lediglich eine Differenz von 0,07 % in der Anzahl

entstandener Mikronuklei.

Breitband-UVB gegeniuber Schmalspektrum-UVB
Bestrahlung
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Abb. 21: Vergleich der in Abhéngigkeit von Breitband-UVB und Schmalspektrum-UVB-Bestrahlung
entstandenen Mikronuklei (%), Mittelwerte. Humane Keratinozyten wurden mit Breitband-UVB oder
Schmalspektrum-UVB in aufsteigender Dosierung bestrahlt und anschlieBend dem Mikronukleustest
unterzogen. Dargestellt ist der prozentuale Anteil entstandener Mikronuklei. In allen unabhdngigen
Versuchen wurden jeweils 2000 binukleate Zellen pro Einzelversuch und Behandlungsgruppe
ausgezébhilt.

In Abb. 22 sind die NDI Mittelwerte der Schmalspektrum-UVB und Breitband-UVB-
Bestrahlung einander gegeniibergestellt. Bei einer Bestrahlung mit 15 mJ/cm?
Breitband-UVB zeigte sich ein mittlerer NDI Wert von 1,32. Der Vergleichswert im
Schmalspektrum-UVB Bereich lag bei 1,42. Die Bestrahlung mit 25 mJ/cm?

Breitband-UVB senkte den NDI auf 1,19, wahrend eine fast zehnfach hohere Dosis
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im Schmalspektrum-UVB Bereich von 240 mJ/cm? lediglich zu einer Absenkung auf
einen Wert von 1,25 flhrte. Erst eine Schmalspektrum-UVB Dosis von 590 md/cm?,
die mehr als dem Doppelten der 25 mJ/cm? Breitband-UVB entspricht, fiinrte zu einer
Senkung des NDI auf 1,13. Der kleine Referenzbereich des NDI von 1 < NDI < 2
verdeutlicht, dass die ermittelten Werte durchaus eine deutliche Reduktion des

Kernteilungsindexes aufzeigen, insbesondere durch die Breitband-UVB-Bestrahlung.

NDI Breitband-UVB gegeniiber Schmalspektrum-UVB
Bestrahlung

Dosis Breitband [mJ/cm?]
0 10 20 30 40 50 60

1,60 4 | | i | |

\1\,{
1,50 \ —o—UV-B Schmalspektrum
1,40 1,42 UV-B Breitband

1,30

NDI

1,20

0 100 200 300 400 500 600

Dosis Schmalspektrum [mJ/cm?]

Abb. 22: Vergleich der NDI Verdnderungen unter Breitband-UVB und Schmalspektrum-UVB-
Bestrahlung; Mittelwerte. Humane Keratinozyten wurden mit Breitband-UVB oder Schmalspektrum-
UVB in aufsteigender Dosierung bestrahlt und anschlieBend dem Mikronukleustest unterzogen.
Dargestellt ist der Nuclear division index, NDI. In allen unabhéngigen Versuchen wurden jeweils 200
Zellen pro Einzelversuch und Behandlungsgruppe ausgezéhit.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit sollte das genotoxische Potential von UVB-Strahlung
unterschiedlicher Wellenlangenbereiche an humanen Keratinozyten untersucht
werden. Ziel war es, eine mdogliche Dosis-Wirkungsabhangigkeit zwischen dem
ausgewahlten UV-Spektrum und der Entstehung von DNS-Schaden aufzudecken.
Als Nachweisverfahren wurde der Mikronukleustest mit der erweiterten Form der
Zytokinese-Block Technik eingesetzt und an humanen Keratinozyten etabliert.

FUr die Interpretation der Ergebnisse des Mikronukleustests sind Kenntnisse Uber die
Spontanraten einer Zellpopulation und deren Abhangigkeit von verschiedenen
Faktoren, wie z.B. Alter, Geschlecht oder Life style Faktoren von Bedeutung.
Spontan entstandene Mikronuklei bilden einen Ausgangswert, der ein Mal} fir die
Empfindlichkeit und die genetische Stabilitat einer Zellkultur ist. Bei humanen
Keratinozyten konnte in dieser Arbeit in vitro eine Abhangigkeit des Alters von der
Anzahl spontan entstandener Mikronuklei festgestellt werden. Mit zunehmendem
Lebensalter zeigte sich ein Anstieg der Spontanrate. Dieses deckt sich mit den
Ergebnissen der Forschungsgruppen um Fenech und Venkatachalam an
Lymphozyten (1998). Weiterhin wurde in dieser Arbeit die Abhangigkeit der
spontanen Mikronukleusentstehung vom Geschlecht der Probanden untersucht. Es
konnte kein signifikanter Unterschied in der MN-Frequenz zwischen weiblichen und
mannlichen Probanden festgestellt werden. Dieses Ergebnis unterscheidet sich von
dem Fenechs, dessen Resultate allerdings auf einem weitaus reprasentativeren
Kollektiv von 1000 Probanden basiert. Es gibt jedoch auch Forschungsgruppen, die
ebenfalls keinerlei Bezug zwischen beiden Parametern belegen konnten (Berg-
Drewniok et al., 1997; Tsai et al., 2001). Unterschiedliche Ergebnisse lassen sich
eventuell zum Teil auf die verschiedenen Zelltypen, Keratinozyten und Lymphozyten,
die fur diese Versuchsreihen Verwendung fanden, zuruckfuhren. Tabelle 6 zeigt eine
Auflistung von Spontanraten von verschiedenen humanen Zelltypen und eine
mogliche Abhangigkeit der spontan entstehenden Mikronuklei von der Art der Zelle.
Die hochsten Spontanraten zeigten hier Lymphozyten aus dem peripheren Blut (Vral
et al., 1994). Bei Fibroblasten, die von Angehdrigen von Hautkrebspatienten
stammten, ist eine ca. 3-4 -fach hohere Rate an spontanen Mikronuklei zu
verzeichnen, als bei Fibroblasten von Patienten ohne positive Familienanamnese.
Ahnliche Ergebnisse lieRen sich bei verschiedenen Keratinozytenkulturen
nachweisen. So zeigten HaCaT- und SCL-2 Zelllinien ebenfalls eine hohere

Spontanrate als Primarkulturen von humanen Keratinozyten in dieser Arbeit. Die

51



5 Diskussion

Ergebnisse deuten darauf hin, dass HaCaT- und SCL-2 Zelllinien aufgrund ihrer
genetischen Veranderung maglicherweise empfindlicher geworden sind. So konnten
Berg-Drewniok et al. (1997) in einer Arbeit Uber ,Melanomfamilien” an Fibroblasten
von Verwandten ersten Grades zeigen, dass bei diesen die Spontanrate an
Mikronuklei gegentber der Kontrollgruppe deutlich erhéht war. Ahnliche Ergebnisse
erhielten Venkatachalam et al. (1998), die die Frequenz von spontan entstandenen
Mikronuklei bei Lymphozyten von Krebspatienten untersuchten und feststellten, dass
diese ebenfalls hohere Werte aufwiesen als die Kontrollgruppen. Beide
Forschungsgruppen konnten so mit Hilfe des Mikronukleustests eine chromosomale
Instabilitat bei bestimmten Risikogruppen belegen. Der Mikronukleustest kann somit
eventuell eine wichtige Rolle im Rahmen eines Bio-Monitoring zur Erfassung
endogener und exogener Einflisse auf das Genom der Zelle einnehmen (Fenech,
1992).

humaner Zelltyp MN-Spontan £ SD (%) Literatur
P —
Fibroblasten von Angeho- Drewniok et al., 1997
rigen von Patienten mit 16,13 + 6,11

malignen Hauttumoren

Fibroblasten 4.43 + 0,64 Drewniok et al., 1997
Fibroblasten von Angeho- Roser et al., 1989
rigen von Patienten mit 13,00 £ 9,90

malignen Hauttumoren

HaCaT-Keratinozytenlinie 3,50 + 0,25 Strodtholz, 1997
NHEK 0,46 £ 0,18 Ergebnisse dieser Arbeit
PBL (Lymphozyten aus dem Keulers et al., 1998
. 9,93 £ 5,88
peripheren Blut)
PBL (Lymphozyten aus dem Fenech, 1986
. 4,90 + 1,65
peripheren Blut)
vendse Lymphozyten 20,00 + 6,00 Vral et al., 1994
SCL-2-Keratinozytenlinie 8,07 + 2,86 Weller et al., 1996

Tab. 6: Auflistung von Spontanraten von verschiedenen humanen Zelltypen
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5 Diskussion

In den in dieser Arbeit durchgefuhrten UV-Licht Testungen wurde die Mikronukleus-
Entstehung in Abhangigkeit von verschiedenen UVB-Bestrahlungsdosen und
Wellenlangenbereichen an humanen Keratinozyten untersucht. Sowohl nach
Schmalspektrum-UVB (311 nm) als auch nach Breitspektrum-UVB Bestrahlung war
ein dosisabhangiger und signifikanter Anstieg der Mikronukleushaufigkeit zu
beobachten. Die Dosis- Wirkungs-Beziehung konnte bei jedem einzelnen Probanden
altersunabhangig festgestellt werden. Die direkte Einwirkung der UVB-Strahlung auf
die DNS mit der Entstehung von Pyrimidin-Dimeren und weiteren Photoprodukten ist
bereits hinreichend beschrieben (Griffiths et al., 1998; Bohnert E., 1993). Eine
dosisabhangige Einflussnahme durch UVB-Bestrahlung konnte ebenfalls an
peripheren Blutlymphozyten, Melanozyten und Fibroblasten in Form von vermehrter
Mikronukleusbildung (Keulers et al., Emri et al., 2000), sowie auch an HaCaT-Zellen,
als Anstieg von DNS-Einzelstrangbrichen (Lehmann et al., 1998) festgestellt
werden. In dieser Arbeit ging es um die Beurteilung des genotoxischen Potentials
von Schmalspektrum-UVB gegenuber Breitband-UVB-Bestrahlung. Verschiedene
Forschungsgruppen beschaftigten sich mit der Fragestellung der Effektivitat und dem
karzinogenen Potential einer UVB 311 nm Therapie im Vergleich zu der
herkdmmlichen Breitband-UVB und PUVA-Therapie (Tanew et al., 1999; Gupta et al.,
1998; Scherschun et al., 2001), da sie sowohl in der Behandlung der Psoriasis als
auch der Vitiligo zunehmend erfolgreich eingesetzt wird. In der Therapie mit
Schmalspektrum-UVB werden 10-15 —fach hohere Dosierungen angewandt. Tzung
et al. (1998) konnten zunachst in einer Arbeit mit dem Comet assay, einem
Nachweisverfahren fir DNS-Schaden, an Keratinozyten und Lymphozyten belegen,
dass bei einer Bestrahlung mit Schmalspektrum-UVB im Vergleich zu gleichen
Dosen einer Breitspektrum-UVB Bestrahlung sich deutlich weniger DNS-Schaden bei
der Bestrahlung mit nur einer Wellenlange des UVB-Spektrums (311 nm) ergeben.
Das starker DNS-schadigende Potential der Breitband-UVB-Bestrahlung erklart sich
durch sein grof3eres Spektrum, dass an den kurzwelligen Bereich des UVC und die
ionisierende Strahlung anschliel3t. Wellenlangen zwischen 296-302 nm sind das
biologisch aktivste Aktionsspektrum flr die Entstehung von Pyrimidin-Dimeren
(Freeman et al., 1989). Anhand des Mikronukleustests an humanen Keratinozyten
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass auch bei therapeutisch gleichwertigen
Dosierungen (10-fach hohere Schmalspektrum-UVB Dosis als Breitband Dosis) eine

Schmalspektrum-UVB-Bestrahlung (311 nm) in geringerem Mal3e als eine Breitband-
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5 Diskussion

UVB-Bestrahlung zur Entstehung von DNS-Schaden flhrt. Es kam zu einer deutlich
geringeren Bildung von Mikronuklei bei therapie-equivalenter Dosierung nach
erfolgter Schmalspektrum-UVB-Bestrahlung (s. Abb. 21, Kap. Ergebnisse). Nach
einer Schmalspektrum-UVB-Bestrahlungsdosis, die mehr als dem Doppelten der
hdchsten getesteten Breitband-UVB Dosis entsprach, entstanden geringfigig mehr
Mikronuklei. Gleiche Ergebnisse zeigten sich bei der Bewertung des NDI unter UVB
Bestrahlung. Die Proliferationsrate der Keratinozyten nahm bei ansteigenden
Bestrahlungsdosen ab. Es zeigte sich jedoch insgesamt eine geringere
dosisabhangige Senkung des NDI durch die Schmalspektrum-UVB als durch die
Breitband-UVB-Bestrahlung. Verschiedene Forschungsgruppen, die an Mauszellen
das karzinogene Potential von therapie-equivalenten Dosierungen einer Breitband-
UVB im Vergleich zu einer Schmalspektrum-UVB-Bestrahlung untersuchten,
erhielten ahnliche Ergebnisse ( van Weelden et al., 1988; Flindt-Hansen et al., 1991;
Wulf et al., 1994; Gibbs et al., 1995). Sie konnten im Vergleich ebenfalls ein
geringeres Schadenspotential nach einer Schmalspektrum-UVB-Bestrahlung
nachweisen.

Weiterhin zeigte sich in den UVB-Testungen an Keratinozyten in dieser Arbeit bei der
Bestrahlung mit Breitband-UVB mit zunehmender Bestrahlungsdosis eine
tendenzielle Abnahme der Mikronukleusbildung mit zunehmendem Lebensalter.
Ursachlich denkbar ware eine altersabhangig verzogert stattfindende Reparatur der
durch UVB-Strahlung induzierten DNS-Schaden. Weller et al. (1996) konnte an
humanen SCL-2 Keratinozyten in vitro zeigen, dass UVB-Strahlung dosisabhangig,
insbesondere im Bereich von 295-305 nm einen Zell-Zyklus Arrest auslost. Hieraus
resultiert eine verlangsamte DNS-Synthese zur Behebung von DNS-Schaden vor der
nachsten Zellteilung und ebenso bei hoheren Bestrahlungsdosen eine Apoptose der
Zellen. Weller observierte zwar nicht das Alter der Probanden, aber es ware denkbar,
dass ein durch UVB-Schaden ausgeldster Zell-Zyklus Arrest mit zunehmendem Alter
der Probanden langer anhalt. Verschiedene Forschungsgruppen konnten ebenfalls
zeigen, dass mit zunehmendem Lebensalter die DNS-Reparatur- und
Proliferationskapazitat der Zellen nachlasst (Anisimov, 2002; Wei, 1998; Rattan,
1996), so dass auch ein altersabhangig eingeschranktes Enzymsystem eine
mogliche Erklarung fur die in den vorliegenden Daten festgestellte verringerte

Bildung von Mikronuklei nach hoherer Breitband-UVB-Bestrahlung sein konnte.
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6. Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde in vitro an humanen Keratinozyten das genotoxische Potential
von therapeutisch equivalenten Dosen einer Schmalspektrum-UVB gegentber einer
Breitspektrum-UVB Bestrahlung getestet. Dieses erfolgte mit der Etablierung des
Mikronukleustests in der erweiterten Form der Zytokinese-Block Technik an
humanen Keratinozyten.

Hintergrund ist der zunehmende Einsatz, der in den achtziger Jahren entwickelten
Schmalspektrum-UVB Therapie (311 nm). Sie ist heute eine feste Saule der
Phototherapie und verdrangt zunehmend die herkdmmliche Anwendung von
Breitspektrum-UVB. Da zum Erreichen vergleichender Effekte mit der
Schmalspektrum-UVB-Bestrahlung 10 -fach hohere Bestrahlungsdosen als bei einer
Breitband-UVB-Bestrahlung bendétigt werden, stellte sich die Frage, ob auch UV-
induzierte DNS-Schaden in erhhtem Malde zu erwarten sind.

Anhand der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei beiden UVB-
Bestrahlungsspektren ein dosisabhangiger und signifikanter Anstieg der DNS-
Schaden in Form von Mikronuklei zu beobachten war. Dieser zeigte sich jedoch
ausgepragter bei der Breitband-UVB-Bestrahlung. Weiterhin konnte eine deutliche
dosisabhangige Reduktion der Proliferationsrate der Keratinozyten bei beiden UVB
Bestrahlungen gezeigt werden. Auch hier zeigt die Breitband-UVB-Bestrahlung ein
starker DNS schadigendes Potential als die Schmalspektrum-UVB Bestrahlung. Da
die kirzeren Wellenlangen des breiten UVB-Spektrums, von 280-302 nm,
insbesondere fur die Induktion von Pyrimidin-Dimeren verantwortlich sind und dem
Absorbtionsspektrum der DNS (230-300 nm) entsprechen, scheinen diese im
Schmalspektrum-UVB fehlenden Wellenlangen dafur verantwortlich zu sein, dass es
trotz einer 10 -fach héheren Dosierung alters-unabhangig zu einem geringeren DNS-
Schadenspotential nach einer Schmalspektrum-UVB-Bestrahlung kommt.

Bei der Breitband-UVB-Bestrahlung fiel weiterhin nach der Exposition mit hoheren
UV-Bestrahlungsdosen eine mit zunehmendem Alter tendenzielle Abnahme der
Mikronukleusbildung auf. Da speziell Wellenlangen von 295-305 nm durch die
vermehrte Induktion von Photoprodukten auch zu einem Zell-Zyklus Arrest fuhren
konnen, ist es denkbar, dass diese Reparaturphase altersabhangig verzogert
stattfindet und somit eine verminderte Anzahl an Mikronuklei und an Kernteilungen

(NDI) beobachtet werden konnten. Weiterhin ist die Abnahme der
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6. Zusammenfassung

Mikronukleusanzahl durch eine altersabhangig verminderte DNS-Reparatur und
Proliferationskapazitat denkbar. Diese wirde ebenfalls einen Rlckgang der
Mikronukleus- und der Kernteilungsrate (NDI) erklaren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Schmalspektrum-UVB-Bestrahlung der
Breitband-UVB-Behandlung nicht nur therapeutisch tUberlegen ist, sondern auch das
geringere  DNS-Schadenspotential einen  zunehmenden  Einsatz  dieser
Phototherapieform rechtfertigt. Im Bezug auf den Mikronukleustest lasst sich
abschliefend sagen, dass sich dieser problemlos auch an weiteren Zelllinien wie
Keratinozyten etablieren lasst. Durch die Moglichkeit der Bestimmung von spontan
entstandenen DNS-Schaden kann der Mikronukleustest eventuell eine wichtige Rolle
im Rahmen eines Bio-Monitoring zur Erfassung endogener und exogener Einflusse

auf das Genom der Zelle einnehmen.
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7 Anhang

Rohdaten Spontanrate:

Spontan- n von MN pro 2000 Zellen

rate

Probanden |Geschl. |Alter |Objekt. 1 |Objekt. 2 |Objekt. 3 |Mittelwert |MN [%]
P0305-31w |w 31 5 4 7 5 0,27
P0305-59m |m 59 21 19 13 18 0,88
P0405-52w |w 52 12 8 4 8 0,40
P0604-21w  |w 21 4 1 6 4 0,18
P0605-59w |w 59 16 11 9 12 0,60
P0804-42w |w 42 13 5 12 10 0,50
P0804-43w |w 43 12 11 12 12 0,58
P0804-67m |m 67 15 9 13 12 0,62
P0806-59m |m 59 12 10 9 10 0,52
P1006-23m |m 23 9 2 5 5 0,27
P1006-25m |m 25 9 4 5 6 0,30
P1006-62m |m 62 12 13 15 13 0,67
P1102-56w |w 56 7 12 15 11 0,57
P1102-62w |w 62 8 13 17 13 0,63
P1204-39m |m 39 5 4 1 3 0,17
P1304-70m |m 70 16 10 19 15 0,75
P1507-29m |m 29 4 9 2 5 0,25
P1603-32w |w 32 8 11 9 9 0,47
P1606-39w |w 39 9 12 9 10 0,50
P1606-39w |w 39 11 10 8 10 0,48
P1607-34m |m 34 9 8 11 9 0,47
P1607-35m |m 35 5 7 6 6 0,30
P1706-48m |m 48 13 10 14 12 0,62
P2207-33m |m 33 4 6 5 5 0,25
P2406-36m |m 36 5 9 9 8 0,38
P2604-37m |m 37 8 13 10 10 0,52
P2704-26w |w 26 5 9 2 5 0,27
P2904-36w |w 36 3 6 10 6 0,32
P2904-69m |m 69 11 13 14 13 0,63
P2907-43m |m 43 8 2 15 8 0,42
Anzahl 30 30 30 30 30| 30,00
Mittelwert 43,5 9,3 8,7 9,5 9,2 0,46
SD 14,5 4.4 4,0 4,7 3,6 0,18
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Rohdaten Schmalspektrum-UVB-Bestrahlung:

n an MN pro 2000 Zellen

Probanden [0 mJ/cm® 120 mJ/cm® [240 mJ/cm® [590 mJ/cm®

P0305-31w 8,5 11,0 14,8 24,0
P0305-59m 7,0 9,5 13,3 21,5
P0405-52w 10,0 14,0 10,4 18,0
P0604-21w 4,0 8,8 13,3 20,0
P0605-59w n.d. n.d. n.d. n.d.
P0804-42w n.d. n.d. n.d. n.d.
P0804-43w 8,0 13,0 20,0 22,0
P0804-67m n.d. n.d. n.d. n.d.
P0806-59m n.d. n.d. n.d. n.d.
P1006-23m 8,4 8,8 12,0 18,3
P1006-25m 4,0 7,0 15,5 31,3
P1006-62m 12,1 16,0 16,3 30,0
P1102-56w 9,0 11,3 14,0 25,0
P1102-62w n.d. n.d. n.d. n.d.
P1204-39m n.d. n.d. n.d. n.d.
P1304-70m n.d. n.d. n.d. n.d.
P1507-29m 7,0 54 27,8 32,5
P1603-32w 8,0 13,7 17,3 22,9
P1606-39w 3,5 12,9 20,0 25,0
P1606-39w n.d. n.d. n.d. n.d.
P1607-34m n.d. n.d. n.d. n.d.
P1607-35m 6,9 7,0 9,1 11,9
P1706-48m n.d. n.d. n.d. n.d.
P2207-33m n.d. n.d. n.d. n.d.
P2406-36m 4.4 7,2 75 18,3
P2604-37m n.d. n.d. n.d. n.d.
P2704-26w n.d. n.d. n.d. n.d.
P2904-36w n.d. n.d. n.d. n.d.
P2904-69m 12,0 15,0 13,0 11,0
P2907-43m n.d. n.d. n.d. n.d.
Anzahl 15 15 15 15
Mittelwert 7,5 10,7 14,9 22,1
SD 2,7 3,3 5,0 6,3
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Rohdaten Schmalspektrum-UVB-Bestrahlung:

MN %
Probanden 0 mJ/em?| 120 mJ/cm?| 240 mJ/cm?| 590 mJ/cm*
P0305-31w 0,4 0,6 0,7 1,2
P0305-59m 04 0,5 0,7 1,1
P0405-52w 0,5 0,7 0,5 0,9
P0604-21w 0,2 0,4 0,7 1,0
P0605-59w n.d. n.d. n.d. n.d.
P0804-42w n.d. n.d. n.d. n.d.
P0804-43w 0,4 0,7 1,0 1,1
P0804-67m n.d. n.d. n.d. n.d.
P0806-59m n.d. n.d. n.d. n.d.
P1006-23m 04 0,4 0,6 0,9
P1006-25m 0,2 0,4 0,8 1,6
P1006-62m 0,6 0,8 0,8 1,5
P1102-56w 0,5 0,6 0,7 1,3
P1102-62w n.d. n.d. n.d. n.d.
P1204-39m n.d. n.d. n.d. n.d.
P1304-70m n.d. n.d. n.d. n.d.
P1507-29m 04 0,3 1,4 1,6
P1603-32w 0,4 0,7 0,9 1,1
P1606-39w 0,2 0,6 1,0 1,3
P1606-39w n.d. n.d. n.d. n.d.
P1607-34m n.d. n.d. n.d. n.d.
P1607-35m 0,3 0,4 0,5 0,6
P1706-48m n.d. n.d. n.d. n.d.
P2207-33m n.d. n.d. n.d. n.d.
P2406-36m 0,2 0,4 0,4 0,9
P2604-37m n.d. n.d. n.d. n.d.
P2704-26w n.d. n.d. n.d. n.d.
P2904-36w n.d. n.d. n.d. n.d.
P2904-69m 0,6 0,8 0,7 0,6
P2907-43m n.d. n.d. n.d. n.d.
Anzahl 15 15 15 15
Mittelwert 0,36 0,54 0,76 1,11
SD 0,1 0,2 0,3 0,3
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Rohdaten Schmalspektrum-UVB-Bestrahlung:

NDI

Probanden [0 mJ/cm® 120 mJ/ecm® [240 mJ/cm® [590 mJ/cm*®

P0305-31w 1,6 1,5 1,4 1,2
P0305-59m 1,6 1,6 1,4 1,2
P0405-52w 1,6 1,5 1,3 1,1
P0604-21w 1,8 1,6 1,5 1,3
P0605-59w n.d. n.d. n.d. n.d.
P0804-42w n.d. n.d. n.d. n.d.
P0804-43w 1,5 1,3 1,3 1,1
P0804-67m n.d. n.d. n.d. n.d.
P0806-59m n.d. n.d. n.d. n.d.
P1006-23m 1,2 1,1 1,1 1,1
P1006-25m 1,5 1,5 1,2 1,1
P1006-62m 1,5 1,2 1,2 1,2
P1102-56w 1,6 1,4 1,3 1,1
P1102-62w n.d. n.d. n.d. n.d.
P1204-39m n.d. n.d. n.d. n.d.
P1304-70m n.d. n.d. n.d. n.d.
P1507-29m 1,6 1,4 1,1 1,1
P1603-32w 1,8 1,7 1,3 1,2
P1606-39w 1,7 1,2 1,1 1,1
P1606-39w n.d. n.d. n.d. n.d.
P1607-34m n.d. n.d. n.d. n.d.
P1607-35m 1,7 1,5 1,2 1,2
P1706-48m n.d. n.d. n.d. n.d.
P2207-33m n.d. n.d. n.d. n.d.
P2406-36m 1,6 1,5 1,1 1,1
P2604-37m n.d. n.d. n.d. n.d.
P2704-26w n.d. n.d. n.d. n.d.
P2904-36w n.d. n.d. n.d. n.d.
P2904-69m 1,4 1,4 1,3 1,1
P2907-43m n.d. n.d. n.d. n.d.
Anzahl 15 15 15 15
Mittelwert 1,58 1,42 1,25 1,13
SD 0,2 0,2 0,1 0,1
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Rohdaten Breitband-UVB-Bestrahlung:

nan MN pro 2000 MN [%]
Probanden [0 mJ/cm® |15 mJ/iem® [25 mJicm® | 0 mJ/em?| 15 mJdicm?| 25 md/icm?
P0305-31w 8,5 8,8 9,5 0,4 04 0,5
P0305-59m 7,0 9,2 21,0 0,4 0,5 1,0
P0405-52w 10,0 6,0 6,6 0,5 0,3 0,3
P0604-21w 4,0 11,0 14,0 0,2 0,6 0,7
P0605-59w n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
P0804-42w n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
P0804-43w 8,0 16,7 26,5 0,4 0,8 1,3
P0804-67m n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
P0806-59m n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
P1006-23m 8,4 10,5 26,5 0,4 0,5 1,3
P1006-25m 4.0 10,0 10,1 0,2 0,5 0,5
P1006-62m 12,1 12,9 20,0 0,6 0,6 1,0
P1102-56w 9,0 13,0 24,6 0,5 0,7 1,2
P1102-62w n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
P1204-39m n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
P1304-70m n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
P1507-29m 7,0 24,5 39,5 0,4 1,2 2,0
P1603-32w 8,0 15,0 28,0 0,4 0,8 1,4
P1606-39w 3,5 15,5 23,3 0,2 0,8 1,2
P1606-39w n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
P1607-34m n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
P1607-35m 6,9 15,0 16,7 0,3 0,8 0,8
P1706-48m n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
P2207-33m n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
P2406-36m 4.4 18,3 28,6 0,2 0,9 1,4
P2604-37m n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
P2704-26w n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
P2904-36w n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
P2904-69m 12,0 14,0 18,5 0,6 0,7 0,9
P2907-43m n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Anzahl 15 15 15 15 15 15
Mittelwert 7,5 13,4 20,9 0,36 0,67 1,0
SD 2,7 4,5 8,7 0,1 0,2 0,4
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7 Anhang

Rohdaten Breitband-UVB-Bestrahlung:

NDI
Probanden [0 mJ/cm® |15mJ/cm® |25 mJ/cm®
P0305-31w 1,6 1,5 1,4
P0305-59m 1,6 1,5 1,3
P0405-52w 1,6 1,3 1,2
P0604-21w 1,8 1,5 1,3
P0605-59w n.d. n.d. n.d.
P0804-42w n.d. n.d. n.d.
P0804-43w 1,5 1,3 1,1
P0804-67m n.d. n.d. n.d.
P0806-59m n.d. n.d. n.d.
P1006-23m 1,2 1,1 1,1
P1006-25m 1,5 1,4 1,2
P1006-62m 1,5 1,2 1,1
P1102-56w 1,6 1,2 1,2
P1102-62w n.d. n.d. n.d.
P1204-39m n.d. n.d. n.d.
P1304-70m n.d. n.d. n.d.
P1507-29m 1,6 1,4 1,2
P1603-32w 1,6 1,4 1,2
P1606-39w 1,7 1,1 1,1
P1606-39w n.d. n.d. n.d.
P1607-34m n.d. n.d. n.d.
P1607-35m 1,7 1,4 1,2
P1706-48m n.d. n.d. n.d.
P2207-33m n.d. n.d. n.d.
P2406-36m 1,6 1,1 1,1
P2604-37m n.d. n.d. n.d.
P2704-26w n.d. n.d. n.d.
P2904-36w n.d. n.d. n.d.
P2904-69m 1,4 1,3 1,2
P2907-43m n.d. n.d. n.d.
Anzahl 15 15 15
Mittelwert 1,56 1,32 1,19
SD 0,1 0,1 0,1
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7 Anhang

Rohdaten zur Bestimmung der optimalen Cytochalasin-B Bestimmung:

Konzentration von

Cyt-B

0 pg/ml 1 pg/mli 2 pg/ml 3 ug/ml (4 pg/mi 6 pg/ml 8 pug/ml
Mono- 190 112 90 154 170 174 182
nukleat
Binukleat 10 88 110 46 30 26 18

T-Test ; Variable 1= Spontanrate weiblich, Variable 2=Spontanrate mannlich:

Zweistichproben t-Test unter der Annahme gleicher

Varianzen
Variable 1 | Variable 2

Mittelwert 0,44358974| 0,47058824
Varianz 0,02099715| 0,04126838
Beobachtungen 13 17
Gepoolte Varianz 0,03258071
Hypothetische Differenz der Mittelwerte 0
Freiheitsgrade (df) 28

t-Statistik -0,40597074

P(T<=t) einseitig 0,34392501

Kritischer t-Wert bei einseitigem t-Test 1,70113026

P(T<=t) zweiseitig 0,68785002

Kritischer t-Wert bei zweiseitigem t-Test 2,04840944
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