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 Einleitung
 

1 Einleitung

1.1 Das Sonnenspektrum

Die Sonne ist mit einer Entfernung von 149,6 Millionen Kilometern der unserer 

Erde am nächsten gelegene Stern und der Zentralkörper unseres Sonnensystems. 

Sie besitzt  etwa die 333000 fache Masse der Erde.  Wie alle Sterne ist sie ein 

glühender Gasball. Sie setzt sich zu ca. 72 % aus Wasserstoff und zu etwa 26 % 

aus Helium zusammen. Der restliche Anteil besteht aus verschiedenen Elementen 

wie Sauerstoff, Kohlenstoff, Neon, Stickstoff, Magnesium und Metallen.

Im Sonnenkern beträgt die Temperatur etwa 15 Millionen Kelvin. Unter dieser 

Temperatur  und  dem  herrschenden  Druck  von  2  Milliarden  Bar  finden 

Kernfusionen  statt  bei  der  aus  Wasserstoff  Helium  entsteht.  Dabei  wird  ein 

verschwindend geringer  Teil  der  ursprünglich vorhandenen Materie  in  Energie 

umgewandelt.  Dennoch decken die  Kernprozesse noch auf  mehrere  Milliarden 

Jahre hinaus den Energiebedarf der Sonne. Die so erzeugte Energie wird zunächst, 

indem sie  ständig  von den Atomen der  Sonne absorbiert  und wieder  emittiert 

wird, an die Oberfläche der Sonne transportiert  (Wasner S, 2001). Dort liegt die 

Temperatur  bei  ca.  5700  Kelvin.  Die  abgestrahlte  Strahlung  kann  nach  dem 

Planckschen  Strahlungsgesetz  bestimmt  werden,  indem  die  Sonne  als 

Schwarzkörper betrachtet wird, da die Oberflächentemperatur der Sonne nahezu 

homogen ist. 

Folgende Funktion gibt die Bestrahlungsstärke einer bestimmten Wellenlänge in 

Abhängigkeit der Temperatur:

wobei:

I = Spektrale Bestrahlungsstärke [W m-2 nm-1]

λ = Wellenlänge [m]

T = Schwarzkörpertemperatur [K]
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h = Planck Konstante [6,626 X 10-34 J s]

c = Lichtgeschwindigkeit [299 X 106  m/s]

k = Bolzmann Konstante [1,38 J K-1 ]

 

Diese Gesamtstrahlung kann in das Sonnenspektrum zerlegt, das im kurzwelligen 

Bereich Röntgenstrahlen enthält  und bis in den langwelligen Bereich (Infrarot-

Spektrum)  zu  den  längsten  elektromagnetischen  Wellen  reicht.  Das 

Sonnenspektrum umfasst  dabei  einen  Wellenlängenbereich  von  mehr  als  neun 

Zehnerpotenzen. 

Einige Bereiche des Sonnenspektrums lassen sich an der Erdoberfläche gar nicht 

oder  nur  abgeschwächt  beobachten,  da  sie  in  der  Erdatmosphäre  absorbiert 

werden,  so  zum  Beispiel  der  UVC-Bereich  und  der  Röntgenanteil.  Eine 

Erforschung dieser Anteile war daher erst mit der Entwicklung der Raketen- und 

Satellitentechnik möglich. Das am Erdboden empfangene Sonnenspektrum wird 

als  terrestrisches  Sonnenspektrum  bezeichnet,  das  extraterrestrische 

Sonnenspektrum misst man oberhalb der Erdatmosphäre (Wasner S, 2001).

Das terrestrische Sonnenspektrum enthält den Wellenlängenbereich von 290 bis 

10000 nm und beinhaltet  Ultraviolettstrahlung (UV) (UVB 290-320 nm, UVA 

320-400 nm), sichtbares Licht (400-700 nm) und Infrarotstrahlung (IR) (IRA 760-

1440 nm, IRB 1440-3000 nm, IRC 3000-10000 nm) (Endres & Breit, 2001). Die 

Prozentanteile  an Energie,  die  auf der  Erde in  Form von Strahlung auftreffen, 

betragen für UV-Licht 6,8 %, bei sichtbarem Licht 38,9 % und für IR-Strahlung 

54,3 % (Schieke SM et al., 2003). 
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Abb.  1.1:  Elektromagentisches  Spektrum  und  dessen  Gliederung  in  entsprechende 
Wellenlängenbereiche und Photonenenergien.  Dargestellt wird die spektrale Unterteilung vom 
kurzwelligen Bereich der Gamma-, Röntgen- und UV-Strahlung über den Teil des „Sichtbaren 
Lichtes“ zum langwelligen Bereich der Infrarot- und Mikrowellenstrahlung.
[Quelle: (Schieke SM et al., 2003)]

In Abbildung 1.2 ist das theoretisch berechnete Schwarzkörperspektrum bei einer 

Temperatur von 5700 K, ein gemessenes extraterrestrisches und ein gemessenes 

interterrestrisches Spektrum zu sehen. Die Differenz zwischen der theoretischen 

Strahlung  und  der  Sonnenstrahlung  außerhalb  der  Atmosphäre  entsteht  durch 

Inhomogenität  der  Sonnenoberfläche.  Diese  Inhomogenitäten  können  Sonnen-

flecken, Sonnenfackeln oder Protuberanzen sein, wodurch die Oberflächenenergie 

der Sonne lokal schwankt. Dennoch ist die Gesamtstrahlung (Solarkonstante) mit 

1366 W/m2 ± 2,4 % nahezu konstant (Wallace und Hobbs, 2006). 
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Die Differenz zwischen terrestrischer und extraterrestrischer Strahlung ergibt sich 

aus der Albedo (Reflexion an der Atmosphäre)  oder  durch Absorptionsbanden 

verschiedener  Gase,  wie  zum Beispiel  Ozon  eine  Absorptionsbande  bei  einer 

Wellenlänge kleiner 300 nm besitzt, wodurch fast kein hochenergetisches UVC 

zum Erdboden gelangt. Ein Teil von solarem UVB wird vom Ozon der oberen 

Stratosphäre absorbiert. Ein Teil erreicht jedoch die Erdoberfläche und ist unter 

anderem  für  die  Entstehung  von  Erythemen,  Hautalterung  und  Photokar-

zinogenese verantwortlich (Drolet BA & Connor MJ, 1992).  

Abb. 1.2:  Vergleich  des Schwarzkörperspektrums,  des  terrestrischen Spektrums  und des 
extraterrestrischen Spektrums. 
[Quelle: (Weischet W, 1995)]
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1.2 Die menschliche Haut

1.2.1  Funktionen

Die Haut (Cutis = Integumentum commune = Körperdecke) ist das größte Organ 

des Menschen und bedeckt die äußere Körperoberfläche. Sie ist 1,5-1,8 m2  groß 

und ihr Gewicht beträgt etwa 3 kg (Jung EG, 1998). Die Haut schützt den Köper 

vor chemischen, mechanischen und thermischen Schäden sowie vor zahlreichen 

Krankheitserregern und bestimmten Strahlungsarten. Sie ist beim Menschen die 

wichtigste  periphere  Einrichtung  zur  Temperaturregulation,  indem  sie  bei 

übermäßiger Erhitzung des Körpers durch Absonderung von Schweiß den Körper 

abkühlt,  andererseits  den  Körper  vor  Austrocknung  schützt  (Schiebler  TH  & 

Schmidt  W, 2003).  Mit  Hilfe  nervöser  Strukturen können an der  Haut  Druck, 

Schmerz  und  Temperatur  wahrgenommen  werden.  Die  Haut  ist  ein 

lebenswichtiges  Organ.  Bei  Verbrennungen  von  mehr  als  20  %  der 

Hautoberfläche (etwa eines Arms) kann ein lebensbedrohlicher Zustand entstehen, 

der unter anderem durch Salz- und Wasserverlust verursacht wird (Schiebler TH 

& Schmidt W, 2003; Moll KJ & Moll M, 2003).

1.2.2 Gliederung

Die Haut besteht aus zwei Hauptschichten:

 Cutis. Sie wird unterteilt in:

- Epidermis (Oberhaut)

- Corium, Dermis (Lederhaut)

 Subcutis (Unterhaut)

Epidermis  und  Dermis  bestehen  ihrerseits  aus  mehreren  Schichten,  die 

lichtmikroskopisch gut voneinander zu unterscheiden sind. Beide Schichten sind 
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fest  verzahnt.  Funktionell  -  aber  nicht  entwicklungsgeschichtlich  -  gehört  die 

Unterhaut,  Subcutis,  zur  Haut.  Hierbei  handelt  es  sich  um  eine  lockere 

Bindegewebeschicht,  die die Haut mit tiefer gelegenen Schichten (z.B. Faszien 

von  Muskelgewebe)  verbindet  (Moll  KJ  &  Moll  M,  2003;  Schiebler  TH  & 

Schmidt W, 2003).

1.2.3 Epidermis

Die Epidermis ist durchschnittlich 50 µm dick. Im Bereich der Fußsohlen und 

Handflächen kann sie bis zu 1 mm dick werden. Sie besteht aus mehrschichtig 

verhorntem  Plattenepithel,  dessen  oberste  Hornschichten  täglich  abgestoßen 

werden. Somit hat die Haut ein großes Regenerationsvermögen. Die Neubildung 

von Epithelzellen erfolgt in den untersten Zelllagen, dem Stratum germinativum 

(Keimschicht).  Diese  Keimschicht  wird  in  das  Stratum  spinosum 

(Stachelzellschicht)  und das  Stratum basale  (Basalschicht)  unterteilt  (Schiebler 

TH & Schmidt W, 2003). 

Die Zellen des Stratum germinativum teilen sich ständig und schieben sich dabei 

zwischen  die  Zellen  der  drei  oberen  Epidermisschichten.  Sie  werden  auch 

Keratinozyten  genannt,  weil  sie  sich  auf  dem  Weg  an  die  Oberfläche 

keratinisieren  (Verhornung).  In  den  mittleren  Epithellagen,  der 

Verhornungsschicht,  enthalten  die  Zellen  basophile  Granula,  die  man  auch 

Keratohyalinkörper  nennt.  Bei  den  Granula  handelt  es  sich  um  amorphes, 

elektronendichtes  Material,  das  innerhalb  von Filamentbündeln  liegt  und nicht 

membranumschlossen  ist.  Die  Granula  enthalten  u.a.  das  basische  Protein 

Filaggrin,  das  durch  die  Verklumpung  intermediärer  Filamente  die 

Keratinisierung (Verhornung) der Zellen bewirkt (Moll KJ & Moll M 2003). 
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Durch die Verhornung sterben die kurzlebigen Keratinozyten ab. Sie werden platt 

und  kernlos  und  sind  vollständig  mit  Keratin  gefüllt.  Schließlich  bilden  sich 

oberflächlich  Hornschuppen,  die  abgestoßen  werden.  Die  gute 

Regenerationsfähigkeit  der Epidermis  zeigt  sich darin,  dass sie unter  normalen 

Verhältnissen  innerhalb  von  30  Tagen  vollkommen  erneuert  wird  (Jung  EG, 

1998). 

Das Epithel der Haut ist normalerweise gefäßlos. Das Stratum basale besteht aus 

einer hochprismatischen Zellreihe, die mit der darunter liegenden Basalmembran 

über  Wurzelfüßchen  fest  verbunden  ist.  Die  Basalmembran  besteht  aus 

Epithelzellen, sie verbindet die Epidermis fest mit der darunter liegenden Dermis. 

Im  Stratum  basale  kommen  neben  den  Keratinozyten  noch  Melanozyten, 

Langerhans-Zellen und Merkel-Zellen vor. Das Melanin der Melanozyten schützt 

die  Haut  vor  ultravioletten  Strahlen.   Langerhans-Zellen  gehören  zu  den 

akzessorischen  Zellen  des  Immunsystems  und  die  Merkel-Zellen  dienen  als 

Mechanorezeptoren dem Tastsinn (Moll KJ & Moll M, 2003; Schiebler TH & 

Schmidt W, 2003).

Abb. 1.3 : Schichtaufbau der menschlichen Haut. 
Gezeigt  wird  die  schematische  Gliederung  der  menschlichen  Haut  in  Oberhaut  (Epidermis), 
Lederhaut (Dermis) und Unterhaut (Subcutis).
 [Quelle: (Gansel RW, 2007)]
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1.2.4 Dermis

Die Dermis liegt zwischen der Basalmembran und der Subcutis. Aus der Dermis 

von  Tieren  wird  Leder  gewonnen,  was  die  große  Reißfestigkeit  der  Dermis 

wiederspiegelt  (Moll  KJ  & Moll  M 2003).  Sie  besteht  aus  Bindegewebe  und 

gliedert  sich  in  zwei  nach  Dichte  und  Anordnung  der  Fasern  unterscheidbare 

Schichten:

 Stratum papillare

 Stratum retiulare

Das Stratum Papillare (Papillarschicht) liegt unmittelbar unterhalb der Epidermis. 

Es besteht aus lockerem Bindegewebe sowie aus Kollagenfasern, die die Dermis 

fest  mit  der  Basalmembran  verbinden  und  deshalb  auch  Ankerfasern  genannt 

werden. Zwischen dem Bindegewebe liegen viele der Abwehr dienenden Zellen 

wie Lymphozyten, Plasmazellen, Makrophagen und Mastzellen. Es ragen Zapfen 

des Stratum papillare senkrecht in Vertiefungen der Epidermis hinein. Sie dienen 

der Befestigung von Epidermis und Dermis und der Ernährung der Epidermis. In 

den  Bindegewebspapillen  liegen  neben Kapillarschlingen,  die  der  Wärmeregu-

lierung dienen, Rezeptororgane wie die Meissner-Tastkörperchen.

Das Stratum reticulare enthält viele kollagene Fasern sowie elastische Fasern. Sie 

sorgen  für  die  Elastizität  der  Haut.  Die  Kollagenfasern  sind  zu  einem 

scherengitterartigen Geflecht angeordnet, das der Haut ihre große Reißfestigkeit 

verleiht und eine begrenzte Dehnbarkeit der Haut zulässt. Die Kollagenfasern sind 

in Richtung der Hautspannung angeordnet, das heißt sie haben in Abhängigkeit 

von der jeweiligen Region unterschiedliche Verlaufsrichtungen. 

Die Hauptzellpopulation der Dermis bilden die langlebigen Fibroblasten, die sich 

in der extrazellulären Matrix befinden (Chu DH et al., 2003). Die Hauptaufgabe 
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dieser Zellen ist die Synthese, Organisation und Degradation der extrazellulären 

Matrix.  Sie  synthetisieren  sowohl  Strukturproteine  wie  Kollagen,  Elastin, 

Fibronektin  und  Laminin  als  auch  Grundsubstanzen  wie  z.B.  Proteoglykane 

(Heckmann M, 1999). Die von den Fibroblasten synthetisierten Kollagene sind 

die  wichtigsten  Strukturproteine  in  der  extrazellulären  Matrix  (Heckmann  M, 

1999) und bilden mit ca. 75 % die Hauptkomponente der Dermis. Nach Sekretion 

der  Kollagene  in  den  extrazellulären  Raum  orientieren  sich  die  Moleküle  in 

verschiedenen Mustern. Eine Quervernetzung zwischen den Kollagenfasern bietet 

die nötige Stabilität der extrazellulären Matrix. 

Für eine regulierte Produktion, Organisation und Degradation der extrazellulären 

Matrix kommunizieren die Fibroblasten sowohl untereinander und mit anderen 

Zell-Typen der Haut (z.B. mit Keratinozyten aus der Epidermis) als auch mit der 

extrazellulären  Matrix.  Der  Abbau  der  extrazellulären  Matrix  erfolgt  durch 

spezifische Proteasen für deren Synthese ebenfalls die Fibroblasten verantwortlich 

sind. Diese Proteasen werden aufgrund ihrer Abhängigkeit von Metall-Ionen auch 

als Matrixmetalloproteinasen (MMPs) bezeichnet (Heckmann M, 1999).

Biologisch  spielt  die  Dermis  für  die  Regulierung  des  Hautturgors  und  der 

Elastizität  eine  wichtige  Rolle.  Sie  besitzt  durch  reichlich  vorhandene 

Interzellularsubstanz  (z.B.  Proteoglykane)  ein hohes  Wasserbindungsvermögen. 

Darüber hinaus ist sie im Alter für den Abbau von extrazellulärer Matrix und über 

die  Kommunikation  mit  der  Epidermis  für  Faltenbildung  verantwortlich 

(Schiebler TH & Schmidt W, 2003).
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1.2.5 Unterhaut, Subcutis

Die  Unterhaut,  Subcutis  ist  eine  Schicht  meist  lockeren  Bindegewebes.  Sie 

verbindet die Haut durch bindegewebige Scheidewände, Retinacula, mit den unter 

ihr  liegenden  Strukturen  (Faszien,  Knochenhaut).  Die  Unterhaut  dient  als 

Verschiebeschicht sowie an vielen Stellen als Fettspeicher. Sie wirkt deshalb auch 

als Wärmeisolator. In der Subcutis verlaufen die zur Haut ziehenden Nerven und 

Gefäße,  in  ihr  liegen  Drüsen  und  Haarwurzeln  sowie  stellenweise  glatte 

Muskelzellen (Moll KJ & Moll M, 2003; Schiebler TH & Schmidt W, 2003).

1.2.6 Hautalterung

Die Haut ist ein Spiegel des menschlichen Körpers. Bei zahlreichen Erkrankungen 

(z.B. Infektionen, Herz-Kreislauferkrankungen, hormonelle Störungen), nicht nur 

bei  speziellen  Hauterkrankungen,  spielt  unsere  Haut  eine  große  Rolle.  Die 

Veränderungen von Farbe, Tonus und Turgor sind häufig erste Symptome.

Die  Haut  birgt  auch Informationen  über  das  Alter  des  Menschen.  Je  älter  ein 

Mensch ist, desto mehr nimmt die Elastizität ab und es kommt zur Faltenbildung. 

Das  Bindegewebe  wird  atrophisch  und  verarmt  durch  Abnahme  der 

Proteoglykane  an  Flüssigkeit.  Die  Papillarkörper  werden  flacher  und  die 

Epidermis  bekommt  ein  „papierartiges“  Aussehen.  Ferner  kommt  es  zu 

unregelmäßigen  Pigmentierungen.  Beschleunigt  werden  diese  Prozesse, 

insbesondere  der  Verlust  an  Elastizität,  durch  jahrelange  Sonnenbestrahlung 

(Schiebler TH & Schmidt W, 2003). 

 

Heute ist bekannt, dass sowohl UVB (290-320 nm) als auch UVA (320-400 nm) 

Bestrahlung  zur  Lichtalterung  der  Haut  beitragen  (Berneburg  M et  al.,  2000). 

Infrarotstrahlung, die einen Großteil des Sonnenspektrums einnimmt, trägt nach 
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neuesten Erkenntnissen ebenso zur Hautalterung bei (Schieke SM et al.,  2003; 

Schieke S et al., 2002; Burri N et al., 2004; Kim HH, 2005; Ju Hee Lee et al., 

2006).

1.3 Die Bedeutung von Infrarotstrahlung

Infrarotstrahlung  ist  energieärmer  als  sichtbares  Licht  und  UV-Strahlung. 

Trozdem  liegen  über  50  %  der  Sonnenstrahlung  im  760  nm-1  mm  Bereich. 

Innerhalb dieses Bereiches nimmt IRA 30 % der Sonnenenergie ein. Bis jetzt sind 

die  molekularen  Konsequenzen  nach  Exposition  dieser  Strahlungsquelle  noch 

nicht ausreichend erforscht. IR-Strahlung ist in der Lage, die Eigenschwingung 

von  Molekülen  mehr  oder  weniger  stark  anzuregen.  Die  Zunahme  der 

molekularen  Schwingungsenergie  wird  makroskopisch  als  Erwärmung  des 

bestrahlten „Körpers“ wahrgenommen. 

Bei  komplex  zusammengesetzten  Materien,  wie  tierischen  oder  menschlichen 

Geweben, werden nicht alle Molekülarten gleichmäßig erwärmt. Vorraussetzung 

für  eine  Temperaturerhöhung  ist,  dass  die  Strahlung  von  den  Molekülen 

absorbiert  werden  muss.  Aufgrund  molekülspezifischer  Absorbtionsbanden 

absorbieren  Moleküle  nur  Strahlung  mit  bestimmten  Wellenlängen,  die  die 

Materie unterschiedlich stark erwärmen lässt (Vaupel P & Krüger W, 1995). 

Mit  dieser  Grundlage  lässt  sich  verstehen,  warum  unterschiedliche 

Wellenlängenbereiche  des  Sonnenspektrums  unterschiedliche  Penetrationstiefen 

in der menschlichen Haut erreichen. 

Im Fall von IRA werden ca. 50 % in der Dermis absorbiert und ein Teil gelangt 

sogar in das subkutane Bindegewebe. IRB erreicht nur die Epidermis und IRC 

wird vollständig von der Epidermis reflektiert (Bachem A & Reed C, 1931). 
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          UVB            UVA IRA           IRB IRC

Abb.  1.4:  Wellenlängen-abhängige  Absorption  von  Ultravioletterstrahlung  und 
Infrarotstrahlung  durch  die  menschliche  Haut.  Unterschiedliche  Hautschichten  resorbieren 
unterschiedliche Mengen an Strahlung. 
[Quelle: (Schieke SM et al., 2003), (Bachem A & Reed C, 1931)]

Im Vergleich zum Anteil  an UV-Strahlung, wird damit IR-Strahlung zu einem 

sehr großen Teil von der menschlichen Haut absorbiert. UVA hingegen erreicht 

nur die Mitte der Dermis und UVB sogar hauptsächlich nur die Epidermis aber 

ebenfalls geringe Anteile der Dermis (Gilchrest BA & Krutmann J, 2006).

Der größte Lieferant an IR-Strahlung ist die Sonne. Allerdings nimmt der Einsatz 

an  künstlichen  IR-Lichtquellen  für  therapeutische  Zwecke  oder  sogenannte 

„Wellness“  Bestrahlungen,  wie  z.B.  Verjüngungen  konstant  zu.  Dies  scheint 

paradox, da bereits bekannt ist,  dass es durch IRA zu schnellerer Hautalterung 

über eine Induktion von Matrix-Metalloproteinase-1 kommt (Schieke SM et al., 

2003;  Schieke  S  et  al.,  2002).  Zusätzlich  wurde  nach  IRA  Bestrahlung  eine 

Erhöhung von reaktiven Sauerstoffspezies beobachtet (Schroeder P et al., 2004). 

Eine  koreanische  Arbeitsgruppe  berichtete,  dass  nach  einem  halben  Jahr  bei 
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täglicher IR-Bestrahlung vermehrte Hautalterung und Pigmentierung auftraten (Ju 

Hee Lee et al., 2006).

1.4  Ultraviolettstrahlung und der Zusammenhang mit der 
Karzinogenese der Haut

1.4.1 Epiodemiologische Erkenntnisse

Obwohl es bisher nicht möglich war direkt zu beweisen, dass v.a. UVB Strahlen 

im Sonnenlicht Hautkrebs beim Menschen verursachen, ist der Zusammenhang 

doch sehr naheliegend. Unzählige experimentelle Studien mit Labortieren zeigen 

nach  wiederholter  Exposition  der  Tiere  durch  UV-Bestrahlung  eine  erhöhte 

Inzidenz  von  hauptsächlich  spinozellulären  Karzinomen,  Basalzellkarzinomen 

und Melanomen. 

Als  ein  entscheidenes  Argument  für  die  positive  Korrelation  von  UV-

Bestrahlungen  und  der  Inzidenz  von  Hautkrebs  gilt  die  Tatsache,  dass  diese 

Karzinome  an  Körperstellen  erscheinen,  die  die  meiste  Exposition  von 

Sonnenlicht aufweisen, wie z.B. Gesicht, Kopf, Nacken und Arme (Fears TR et 

al., 1977). Außerdem scheint dieser Zusammenhang dosisabhängig zu sein, denn 

je mehr Menschen draußen arbeiten und damit mehr exponiert sind, desto häufiger 

entwickeln sie maligne Entartungen der Haut (Vitasa BC et al., 1990). 

 

Geografisch  gibt  es  eine  direkte  Assoziation  zwischen  umweltbedingter 

Sonnenbestrahlung und der Inzidenz an Hautkrebs. Denn je näher Kaukasier am 

Äquator  wohnen,  desto  öfter  entwickeln  sie  v.a.  spinozelluläre  Karzinome 

(Urbach F, 1969). Dabei erscheint vermehrte Pigmentierung nicht nur als Schutz 

vor Sonnenbränden, sondern auch vor Hautkrebs (Kricker et al., 1994).
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Xeroderma pigmentosum ist eine Erkrankung, die es den betroffenen Patienten 

durch  einen  genetischen  Defekt  erschwert  UV-induzierte  DNS  Läsionen  zu 

reparieren.  Die  Folge  ist  eine  frühe  Entwicklung  von  zahlreichen  malignen 

Entartungen der Haut in jungen Jahren. Diese Verbindung zwischen defekter DNS 

Reparatur  und  Hautkrebsentstehung  zeigt  deutlich,  dass  UV-Strahlen  im 

Sonnenlicht für diesen karzinogenen Effekt verantwortlich sein müssen.

Wellenlängenabhängige  Studien  haben  gezeigt,  dass  UVB Strahlung  mehr  als 

1000 mal effizienter als UVA Strahlung Hautkrebs bei Mäusen induziert.  Aber 

auch UVA ist in der Lage Hautkrebs zu verursachen oder etwa als ko-Karzinogen 

nach UVB Bestrahlung zu dienen (Sterenborg HJ & v.d. Leund JC, 1990; Cole C, 

1986).

1.4.2 UV-Strahlung und ihre Auswirkungen auf die DNS

Sonnenlicht,  das  auf  die  Haut  trifft,  kann  Erytheme,  Hautalterung  und  auch 

Hautkrebs  verursachen.  Eine  zentrale  Rolle  nimmt  in  dieser  Hinsicht  die 

menschliche  DNS  ein.  Sie  ist  zuständig  für  den  Zellmetabolismus  und  die 

Zellteilung.  Genau  aus  diesem  Grund  sind  DNS  Schäden  für  die  Induktion 

biologischer Schäden verantwortlich.

Die UVB (280-320 nm) Komponenten des Sonnenlichtes produzieren die meisten 

Veränderungen des DNS und induzieren Reparaturmechanismen. UVA Strahlung 

(320-400 nm),  die von der DNS viel  schwächer absorbiert  wird, penetriert  die 

Haut tiefer als UVB und wirkt hauptsächlich über reaktive Sauerstoffspezies und 

toxische  Photoprodukte  (Stoien  JD  &  Wang  RS,  1974).  Bei  solchen  photo-

induzierten  DNS  Modifikationen  wurden  Einzelstrangbrüche,  DNS-Protein 

Verbindungen, alkalisch labile Stellen und 8-Oxo-7, 8-dihydro-2-desoxyguanosin 

(8-OxoGuo) beobachtet  (Sage E, 1993). Einige Studien weisen daraufhin,  dass 
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sichtbares Licht ebenfalls  zur Karzinogenese beitragen kann (Setlow RB et al., 

1993).

Da UVB Strahlung, wie oben beschrieben,hauptsächlich für direkte DNS Schäden 

verantwortlich gemacht wird und die Inzidenz von malignen Prozessen der Haut 

maßgeblich beeinflusst, wird in dieser Arbeit und im kommenden Abschnitt ein 

Schwerpunkt auf diese UV-Komponente gesetzt.

Die DNS der Zelle ist die Trägerin der Erbinformation. Sie enthält unter anderem 

Gene, die für Ribonukleinsäuren (RNA) und Proteine kodieren,  welche für die 

biologische  Entwicklung  eines  Organismus  und den Stoffwechsel  in  der  Zelle 

notwendig sind. Im Normalzustand ist die DNS in Form einer Doppelhelix mit 

zwei  gegenüberliegenden  Polynukleotidsträngen  organisiert.  Chemisch  gesehen 

handelt es sich um eine Nukleinsäure, ein langes Kettenmolekül (Polymer) aus 

Einzelstücken, sogenannten Nukleotiden. 

Jedes Nukleotid besteht aus einem Phosphorsäure-Rest, einer Furanose und einer 

der vier organischen Basen: Adenin, Thymin, Guanin und Cytosin. Sie werden in 

Purinbasen (Adenin,  Guanin)  und Pyrimidinbasen  (Thymin,  Cytosin)  unterteilt 

und bilden komplementär zueinander zwei bzw. drei Wasserstoffbrücken. Dabei 

liegen sich immer ein Purin und ein Pyrimidin gegenüber.

Innerhalb  der  Protein-kodierenden  Gene  legt  die  Reihenfolge  der  Basen  die 

Abfolge der Aminosäuren des zu synthetisierenden Proteins fest. Bei den Zellen 

von Pflanzen, Tieren, und Pilzen, den sogenannten Eukaryoten, liegt die DNS im 

Zellkern.
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Kommt es nun zur UVB Exposition der Zelle und damit auch der DNS, entstehen 

sogenannte  Cyclobutan  Pyrimidin  Dimere  (CPD),  die  zwischen  zwei 

benachbarten  Pyrimidinen  des  gleichen  DNS Stranges  gebildet  werden.  Diese 

DNS Schäden werden direkt durch UV-Photonen verursacht, die von der DNS 

absorbiert  werden. Hierbei handelt  es sich um einen direkten photochemischen 

Schaden.

Abb. 1.5 : Darstellung eines Thymindimer (CPD) nach Zerstörung der DNS Struktur durch 
UV-Strahlung.

Ein weiterer  typischer  DNS Schaden durch UVB ist  das  Pyrimidin  Pyrimidon 

Photoprodukt ((6-4)PP). Hierbei handelt  es sich allerdings  um einen indirekten 

biologischen DNS Schaden. Indirekte DNS Schäden entstehen, wenn ein Molekül 

(nicht DNS) ein Photon absorbiert und der angeregte Zustand dieser Chromophore 

dann eine photochemische Reaktion in Gang setzt und in dessen Verlauf die DNS 

durch Oxidation (oder durch freie Radikale) beschädigt wird. 

Sowohl  UVA  als  auch  UVB  Strahlung  können  diese  indirekten  Schäden 

hervorrufen (Davies H et al., 2002).

Falls  diese  Defekte  nicht  schnellstens  repariert  werden  können,  kommt  es  zu 

Mutationen  und  fälschlicher  Synthese  von  Proteinen,  die  langfristig  zu  einer 
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Entartung der Zelle führen können. In menschlichen Zellen werden deshalb UV-

induzierte  CPD  und  andere  Photoprodukte  durch  die  Nukleotid  Exzisions 

Reparatur  (NER) beseitigt  und zwar entweder  durch Transkriptions-gekoppelte 

Reparatur (TCR) oder Global-genomische Reparatur (GGR) (Friedberg EC et al., 

1995). 

Abb.  1.6:  Schematische  Darstellung  der  NER  und  ihrer  beteiligten  Enzyme.  Dargestellt 
werden  die  einzelnen  Abschnitte  der  NER  (TCR+GGR):  Erkennung  des  DNS  Schadens, 
Entwindung, Einschneiden, Herausschneiden und Neusynthese.
[Quelle:  (McLoughlin S, 2008]
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Die  Hauptaufgaben  der  NER  sind  die  Erkennung  von  beschädigten  DNS 

Abschnitten und deren Reparatur  bzw. Ersetzung.  Ca.  30 Proteine  sind an der 

NER beteiligt:  XPC-hHR23B,  die  neun  Untereinheiten  von  TFIIH,  XPA,  das 

„ssDNA-binding  protein“  RPA  und  XPG  sind  an  der  Erkennung  und  DNS 

Entwindung beteiligt. 

Die  Endonukleasen  XPG  und  ERCC1-XPF  schneiden  den  beschädigten  Teil 

heraus und die DNS Polymerase, PCN A, RF-C und die DNS Ligase sorgen für 

die Reparatursynthese und Ligation. Dies entspricht der GGR, während in aktiv 

transkriptierten Genen DNS Schäden effektiver  von der TCR repariert  werden. 

Bis auf XPC-hHR23B sind alle Proteine der NER an der TCR beteiligt. Die TCR 

benötigt zusätzlich CSA, CSB und die RNA Polymerase II für die Erkennung des 

Schadens (Scharer OD, 2003).

Drei seltene autosomal rezessiv vererbbare Krankheiten sind mit einem Defekt der 

NER vergesellschaftet: Xeroderma pigmentosum (XP), Cockayne Syndrom (CS) 

und Trichothiodystrophie (TTD) (Bootsma D et al., 1998). Alle Patienten leiden 

unter  extremer  Sensitivität  gegenüber  Sonnenlicht.  XP  Patienten  haben  einen 

partiellen  oder  totalen  Defekt  in  GGR und  teilweise  auch  TCR,  während  CS 

Patienten  nur  eine  TCR  Defizienz  vorweisen.  TTD  Patienten  zeigen  viele 

Symptome von CS Patienten  und leiden zusätzlich noch an Haarausfall.  Diese 

Symptome werden niedrigeren Spiegeln von TFIIH zugeschrieben.

XP Patienten zeigen deutliche Zeichen für einen Defekt in der Reparatur von UV-

induzierten DNS Schäden. Sie haben eine 1000 fach höhere Prädisposition für 

Hautkrebs jeglicher Art und leiden zusätzlich an einer progressiven Degeneration 

von Haut und Augen. Durch das Auftreten dieser erblichen Krankheit und durch 

den  Nachweis  der  NER  in  menschlichen  Zellen  kann  folglich  der  Kausal-

zusammenhang  für  UV-induzierte  DNS  Schäden  und  deren  Reparaturmecha-

nismus erklärt werden (Scharer OD, 2003).
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2 Wissenschaftliche Fragestellung

Diese  Arbeit  beschäftigt  sich  mit  der  bislang  unverstandenen  Wirkung  von 

Infrarot-A Strahlung auf die DNS Integrität humaner Hautfibroblasten. Dabei soll 

neben  IRA  auch  die  Wirkung  von  Ultraviolett-B  Strahlung  und  deren 

Kombination  untersucht  werden.  Dies  ist  deshalb  interessant,  da  unser 

Sonnenspektrum aus mehreren Komponenten (UV-Bereich, sichtbares Licht, IR-

Bereich etc.) besteht und alle diese Teile gleichzeitig auf die Erde und damit auch 

auf  unserer  Haut  treffen.  Allerdings  ändert  sich  die  quantitative 

Zusammensetzung der Sonnenstrahlung nicht nur mit der Höhe und Position zum 

Äquator, sondern auch im Tagesverlauf.

Die einzelnen Anteile des Sonnenspektrums werden zu verschiedenen Tageszeiten 

unterschiedlich  repräsentiert,  sodass  z.B.  morgens  und  abends  der  IR-Anteil 

überwiegt, während mittags der UV-Anteil stärker ist. Es stellt sich also die Frage, 

ob dieses Phänomen auch eine Bedeutung auf molekularer Ebene hat. Interessant 

ist  in  diesem  Zusammenhang  ebenfalls,  dass  die  Inzidenz  von  Hautkrebs  in 

menschlichen Populationen, die häufig starker Sonnenstrahlung ausgesetzt sind, 

niedriger ist als erwartet. Das gilt vor allen Dingen im Hinblick auf  beobachtete 

zelluläre  DNS  Schäden  und  Reparatur-Kapazitäten  nach  UV-Bestrahlung 

(Sutherland BM, 1996).  

Obwohl  das  Sonnenlicht  polychromatisch  ist,  sind  die  endgültigen  Wirkungen 

nicht  nur  jeder  Wellenlänge  individuell  zuzuschreiben,  sondern  auch  den 

Interaktionen zwischen ihnen. Bis heute gibt es nur wenige Arbeiten, die sich mit 

der Wirkung von Infrarot-A und Ultraviolett-B beschäftigt haben. Die Ergebnisse 

sind von unterschiedlicher Natur.
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Zum  einen  wird  IRA  ein  schützender  Effekt  vor  UVB  induzierter  Apoptose 

zugesprochen (Frank S et al., 2005; Menezes S et al., 1998), auf der anderen Seite 

wurde auch eine Verstärkung von Hautschäden und Alterung, sowohl mit  und 

ohne Ultraviolett-B Bestrahlung beobachtet, (Kligmann LH, 1982; Schroeder P et 

al., 2004; Schieke S et al., 2002; Burri N et al., 2004; Kim HH et al., 2005; Ju Hee 

Lee et al., 2006).

In dieser Arbeit sollen deshalb vier Aspekte analysiert und untersucht werden:

1. Die  Wirkung  von  UVB  und  IRA  und  ihrer  Kombinationen  auf  die 

Integrität menschlicher DNS von Hautfibroblasten. 

2. Der  Einfluss  unterschiedlicher  Bestrahlungsdosen  und  der  zeitliche 

Verlauf auftretender Effekte. 

3. Mögliche  Konsequenzen  für  die  Zelle:  Stichwort  Zellvitalität  und 

Zellteilung.

4.  Die Rolle der Reparaturenzyme.
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3 Materialien und Methoden

3.1     Materialien

3.1.1  Beschreibung der verwendeten Zellen und des pUC 
Plasmides

Bei den verwendeten Zellen handelte es sich um humane Vorhautfibroblasten von 

Kindern im Alter zwischen 5 und 10 Jahren (F 120, F 121 Passagen 4-14), die das 

Institut  für  Umweltmedizinische  Forschung  der  Heinrich-Heine-Universität 

Düsseldorf von der Diakonie Kaiserswerth (Düsseldorf) erhalten hat. Es wurde 

ebenfalls mit embryonalen Mausfibroblasten [XPA Knock-out (F 17, F 3 Passage 

18-20) / zugehöriger Wildtyp]  experimentiert,  die durch die Arbeitsgruppe von 

Dr. Roel Schins vom Institut für Umweltmedizin der Universität Düsseldorf bereit 

gestellt  wurden.  Die  Arbeitsgruppe  von  Prof.  Dr.  F.  Boege  der  Universität 

Düsseldorf stellte freundlicher Weise das aufgereinigte pUC 18 Plasmid (über 99 

% „superspiralisiert“) zur Verfügung.

3.1.2 Zusammensetzung von Zellkultur-Medien

Nährmedium für humane Fibroblasten 500 ml MEM
1 % Antibiotika/Antimykotika
1 % L-Glutamin
10 % hitzeaktiviertes FCS

Nährmedium für 
embryonale Mausfibroblasten

500 ml DMEM + FC 10 Ham
1 % Antibiotika/Antimykotika
1 % L-Glutamin
10 % hitzeaktiviertes FCS
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3.1.3 Zellkultur-Zusätze und Reagenzien

Antibiotika/Antimykotika Invitrogen (Karlsruhe)

Agarose Invitrogen (Karlsruhe)

DMEM High Glucose + FC 10 Ham Sigma-Aldrich (Steinheim)

Dimethylsulfoxid (DMSO) Serva (Heidelberg)

DPBS (-CaCl2,-MgCl2) Invitrogen (Karlsruhe)

L-Glutamin Invitrogen (Karlsruhe)

LMP-Agarose Carl  Roth  GmbH+Co.KG 
(Karlsruhe)

MEM PAA  Laboratories  GmbH 
(Cölbe)

Natriumpyruvat Invitrogen (Karlsruhe)

Neocarcinostatin Sigma-Aldrich (Steinheim)

Fötales Kälberserum (FCS) Invitrogen (Karlsruhe)

Trypsin-EDTA Invitrogen (Karlsruhe)

Uridin Sigma-Aldrich (Steinheim)

Soweit nicht anders ausgewiesen, handelt es sich bei allen weiteren verwendeten 

Substanzen, Flüssigkeiten und Lösungen um handelsübliche Chemikalien, welche 

bei Sigma-Aldrich (Steinheim), bei Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) oder 

Invitrogen (Karlsruhe) erworben wurden.
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3.1.4 Kit-Systeme

3.1.5 Verwendete Geräte

CCD-Kamera  MCA  OLYMPUS  BXC-
Mount 0.45x

Olympus Optical Co. (Hamburg)

FACSCalibur E3255 Becton  Dickinson  GmbH 
(Heidelberg)

Fluoreszenzmikroskop  OLYMPUS 
BX60F5

Olympus Optical Co. (Hamburg)

Fluorchem TM INS-8900 Alpha  Innotech  Corp.  (San 
Leandro, USA)

Gelelektrophoresekammer 
Elektrophoresis Sub System 70 Model 
E-0310

Labnet International, Inc. (Taiwan)

Horizontale  Elektrophoresekammer  SL-
COMET

England

IRA Lampe Hydrosun Stativ Profi Hydrosun  Medizintechnik  GmbH 
(Mühlheim)

Mikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss AG (Deutschland)
UVB  Lampe  Phillips  Ultraviolett  B 
TL20W/12 RS

Phillips GmbH (Mönchengladbach)

Zentrifuge Megafuge R 1.0 Heraeus Holding GmbH (Osterode)

 

Annexin  V-FITC  Apoptosis 
Detection Kit 

BD PharmingenTM (Heidelberg)

FITC BrdU Flow Kit BD PharmingenTM (Heidelberg)

H2A.X Phosphorylation Assay Kit

 (Flow Cytometry)

Upstate (CA,USA)
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3.1.6 Verwendete Software zur Datenauswertung

ABI Prism 7000 SDS Software Version 1.1 Applied Biosystems (USA)

Alpha Ease FCTM Software Version 3.2.3 Alpha Innotech Corp. (USA)
CELLquest TM und WinMDI TM Becton  Dickinson  GmbH 

(Heidelberg)
Comet Assay 2 Version 2.11 Mai 1999 Perceptive  Instruments  Ltd. 

(England)

3.1.7 Sonstige Materialien

Plastikmaterial  für  die  Zellkultur  kam  von  Greinerbio-one  (Frickenhausen, 

Deutschland)  und  von  Becton  Dickinson  Labware  Europe  (Frankreich).  Die 

beschichteten  Objektträger  und  Deckgläser  für  den  Comet  Assay  wurden  bei 

Menzel - Gläser (Braunschweig, Deutschland) gekauft.

3.2 Methoden

3.2.1 Kultivierung dermaler Fibroblasten im Monolayer

Die Zellen wuchsen in Gewebekulturflaschen (75 cm2) als Monolayer in 25 ml 

Nährmedium in einer Wasserdampf-gesättigten Atmosphäre bei 37 °C und 5 % 

CO2 im  Brutschrank.  Als  Nährmedium  wurde  für  die  Fibroblasten  MEM mit 

seinen  in  3.1.2  beschriebenen  Supplementen  verwendet.  Die  embryonalen 

Mausfibroblasten erhielten das DMEM-Medium und FC 10 Ham-Medium  im 

Verhältnis 1:1 ebenfalls mit seinen oben genannten Supplementen. 

Das Medium wurde zweimal pro Woche gewechselt. Unter diesen Bedingungen 

verdoppelte sich die Zellzahl alle ein bis zwei Tage. Waren die Fibroblasten zu 
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einem  konfluenten  dichten  Monolayer  gewachsen,  erfolgte  eine  Passagierung. 

Dabei  wurde  das  Medium  entfernt,  die  Zellen  mit  DPBS  gewaschen  und 

anschließend  mit  3  ml  Trypsin-EDTA-Lösung  ca.  5  min  vom  Boden  der 

Gewebekulturflaschen  abgelöst.  Die  Aktivität  des  Trypsins  wurde  mit  6  ml 

Nährmedium beendet und gleichzeitig die Zellsuspension verdünnt. Anschließend 

wurden je 3 ml in eine neue Gewebekulturflasche pipettiert und somit die Zellen 

im  Verhältnis  1:3  neu  ausgesäht.  So  wurden  die  in  der  nächst  höheren 

Passagenzahl gekennzeichneten Fibroblasten weiterkultiviert. 

Zur weiteren Verwendung für Bestrahlungen erfolgte wieder eine Ablösung der 

Monolayer  mittels  Trypsin-EDTA-Lösung.  Danach  wurde  die  Zellsuspension 

jedoch mit  100 ml  Nährmedium resuspendiert  und je  5  ml  dieser  Suspension 

wurden  in  eine  Gewebekulturplatte  (6  cm Durchmesser)  gegeben.  Die  Zellen 

wuchsen  erneut  bis  zur  Konfluenz  und  wurden  dann  für  die  Bestrahlung 

vorbereitet.

3.2.2 Kryokonservierung und Rekultivierung 

Für eine Langzeitlagerung der erwähnten Zellen in flüssigem Stickstoff wurden 

die  Zellen  zunächst  bis  zur  Konfluenz  kultiviert  und  mittels  Trypsin-EDTA-

Lösung  von  der  Gewebekulturflasche  abgelöst  (s.  3.2.1).  Danach  wurden  die 

abgelösten  Fibroblasten  bei  200  g  für  5  min  pelletiert,  in  jeweils  1  ml 

Einfriermedium  (Nährmedium  +  10  %  DMSO)  resuspendiert  und  in  ein 

Einfrierröhrchen überführt.

Die  speziellen  mit  Isopropanol  gefüllten  Einfrierdosen  wurden  bei  -80  °C 

eingefroren und nach ca. 24 h zur Langzeitkonservierung in flüssigen Stickstoff 

überführt.  Für  die  Rekultivierung  wurden  die  eingefrorenen  Zellen  auf 

Raumtemperatur erwärmt, in 30 ml frischem Nährmedium resuspendiert und in 
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eine Gewebekulturflasche (75 cm2) ausgesäht. Ein Mediumwechsel erfolgte nach 

Absetzung der Zellen nach 16 h zur Entfernung des toxischen DMSO.

3.2.3 Zellbestrahlung 

Zur Bestrahlung wurden die Zellen auf Gewebekulturplatten (Durchmesser 6 cm) 

ausgesät und wuchsen dort bis zur Konfluenz. 24 h vor der Behandlung wurden 

die  Zellen  zum Zellzyklusarrest  auf  ein  MEM-Medium/DMEM-Medium ohne 

FCS gesetzt. Kurz vor und während der Bestrahlung wurde das jeweilige Medium 

durch  DPBS  ersetzt,  um  zu  verhindern,  dass  es  während  der  Bestrahlung  zu 

Signalkaskaden  in  den  Zellen  durch  photochemische  Produkte  des  Mediums 

kommt.

Falls nicht anders gesondert ausgewiesen, wurden die Fibroblasten 15 s UVB (100 

J/m2) und 15 min (306 J/cm2) IRA bestrahlt. Die ausschließlich UVB bestrahlten 

Proben  wurden  nach  der  Behandlung  15  min  abgedeckt  auf  die  Wärmeplatte 

gestellt. So ließ sich gewährleisten, dass alle Proben gleich lang DPBS ausgesetzt 

waren und nach der gleichen Zeit fixiert wurden.

Die Kombinationsbestrahlungen (IRA+UVB/UVB+IRA) erfolgten sofort hinter-

einander.  Gemessen  wurden  die  Bestrahlungsstärken  mit  Hydrosun  HBM1 

Bestrahlungsmessgerät  (Hydrosun  Medizintechnik  GmbH,  Müllheim, 

Deutschland).  Sie  lagen  bei  300  mW/cm2  für  die  IRA  Lampen  und  bei  0,41 

mW/cm2 für die UVB Lampe.  Dabei wurden die Gewebekulturplatten bei der 

IRA Bestrahlung von kaltem Wasser unterspült, um Wärmeeffekte auszuschließen 

und die Temperatur bei 37 °C konstant zu halten.  Die Kontrollproben lagerten 

abgedeckt 15 min auf einer Wärmeplatte bei 37 °C.
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3.2.4 Zentrifugation von Zellen

Die Zellen  wurden bei  1000 rpm (200 g)  in  einer  Megafuge R 1.0  (Heraeus, 

Osterode) für 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Anschließend wurde der 

Überstand vorsichtig mit einer Pipette abgesaugt und das Zellpellet aufgelockert.

3.2.5 Alkalischer Comet Assay

3.2.5.1 Detektion von DNS Strangbrüchen mit Hilfe des 
Alkalischen Comet Assay

Mit Hilfe des Comet Assay  (deutsch: Einzelzellgelelektrophorese) können DNS 

Strangbrüche  in  Säugetierzellen  nachgewiesen  werden.  Verglichen  mit  den 

wesentlich längeren DNS Strängen der Chromosomen weisen DNS Bruchstücke, 

bedingt  durch  ihre  wesentlich  kleineren  Molmassen,  eine  deutlich  erhöhte 

Mobilität in den engen Poren des Agarosegels auf. Sie lassen sich deshalb durch 

Elektrophorese  von  der  intakten  DNS  trennen  und  sehen  aus  wie  ein 

Kometenschweif hinter der ungeschädigten DNS. Das entstandene Bild der DNS 

ähnelt dann einem Kometenbild. 

Nach  der  Elektrophorese  wird  die  DNS  durch  Behandlung  mit  dem 

Fluoreszenzfarbstoff  Ethidiumbromid  sichtbar  gemacht,  der  sich  in  die  DNS 

Doppelhelix einlagert. Hierfür ist es nötig, dass die DNS wieder als Doppelstrang 

vorliegt.  Es  wird  also  ein  Renaturierungsschritt  durchgeführt,  bei  dem  der 

alkalische  gegen  einen  neutralen  Puffer  ausgetauscht  wird.  Unter  diesen 

Bedingungen finden sich die Einzelstränge zu mehr oder weniger gut passenden 

Doppelsträngen  zusammen.  Bei  fluoreszenzmikroskopischer  Betrachtung  der 
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Objekte erkennt man ein starkes, kreisförmiges Leuchten mit einem schwächer 

leuchtenden Kometenschweif. 

Da die meisten Substanzen vorwiegend Einzelstrangbrüche induzieren, weist der 

unter alkalischen Bedingungen durchgeführte Comet Assay, bei dem die DNS in 

Einzelsträngen  denaturiert  wird,  eine  deutlich  höhere  Sensitivität  für  DNS 

Schäden auf  als  der unter neutralen Bedingungen durchgeführte  Comet Assay. 

Beim alkalischen Comet Assay nach Singh et al., 1988 werden 

Einzelstrangbrüche, Doppelstrangbrüche und „Alkalisch labile Stellen“ der DNS 

mobilisiert. Darunter versteht man DNS Schäden, die in der Zelle zwar nicht als 

Strangbrüche  vorliegen,  jedoch  unter  alkalischen  Versuchsbedingungen  zu 

solchen umgesetzt werden. Solche „Alkalisch labile Stellen“ entstehen z.B. durch 

spontane  oder  enzymatische  Abspaltung  geschädigter  Basen  im  Rahmen  von 

Reparaturprozessen. 

Eine  Quantifizierung  der  DNS  Strangbrüche  wird  unter  dem 

Fluoreszenzmikroskop möglich,  welches mit einer CCD-Kamera verbunden ist. 

Diese ist mit einem PC verbunden und projiziert das Bild auf einen Bildschirm. 

Nun kann zur Bestimmung der Schweiflänge und der Schweifintensität mit Hilfe 

einer  Software  (s.o.)  ein  Histogramm  über  jeden  einzelnen  Kometen  gelegt 

werden.  Die  Einheit  für  das  Produkt  aus  Schweiflänge  und  Schweifintensität 

bildet das Tail Moment, welches bei allen Experimenten mit dem Comet Assay 

als Maßeinheit des DNS Schadens verwendet wurde.

Der Vorteil dieser Methode liegt in der hohen Sensitivität zum Nachweis für DNS 

Schäden und einer Erfassung von Daten auf Einzelzellniveau. Wie sich jedoch aus 

der Vielzahl der Möglichkeiten zur Erzeugung von DNS Strangbrüchen ergibt, ist 
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der  Comet  Assay  nicht  geeignet,  zwischen  genotoxischen  oder  zytotoxischen 

Substanzen bzw. Strahlen zu unterscheiden.

3.2.5.2   Durchführung

Der alkalische Comet Assay nach  Singh et al., 1988 kombiniert die Einfachheit 

biochemischer  Techniken  zum  Nachweis  von  DNS  Strangbrüchen  und/oder 

„Alkalisch  labilen  Stellen“  mit  der  Analyse  von  Einzelzellen,  die  in 

zytogenetischen Tests angewandt wird.

Nach der jeweiligen Bestrahlung wurden die behandelten Zellen mit  Hilfe von 

1  ml  Trypsin-EDTA  Lösung   von  den  Gewebeplatten  (Durchmesser  6  cm) 

abgelöst und die Reaktion mit 1 ml Medium beendet. Danach wurden 40 µl der 

Zellsuspension mit 120 µl der LMP-Agarose gemischt und auf die beschichteten 

(1,5  %  Agarose)  Objektträger  pipettiert,  welche  anschließend  mit  einem 

Deckgläschen bedeckt und auf Eis gelegt wurde, um die Agarose schnell erhärten 

zu lassen. Nach Polymerisierung der Agarose innerhalb weniger Minuten wurden 

die Deckgläser wieder abgenommen.

Zur Zelllyse gelangten die beschichteten Objektträger über Nacht bei 4°C in den 

eiskalten  Lysepuffer  (2,5  M  NaCl,  100  mM  EDTA,  10  mM  Tris,  pH  10, 

supplementiert  mit  10 % DMSO und 1 % Triton X-100). Weniger als  10 min 

lagen  zwischen  Bestrahlung  der  Zellen  und  Zugabe  des  Lysepuffers,  um 

zwischenzeitliche  DNA  Reparatur  zu  verhindern.  Anschließend   kamen  die 

Objektträger in die  horizontale Elektrophoresekammer und wurden mit kaltem 

Elektrophoresepuffer  (4  °C,  0,3  NaOH  und  1  mM  EDTA)  bedeckt.  Zur 

Alkalidenaturierung  der  DNA  inkubierten  die  Objektträger  25  min  bei 

Raumtemperatur. Es folgte die 10 minütige Elektrophorese im selben Puffer bei 

24 V und 300 mA. In einem weiteren Schritt  wurden die  Objektträger  wieder 
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neutralisiert  (0,4  M  Tris,  pH  7,5)  und  in  100  %-iges  Ethanol  getaucht.  Zum 

Schluss erfolgte eine Trocknung der Proben.

3.2.5.3   Auswertung und Analyse

Zur  Auswertung  wurde  jeder  Objektträger  mit  40  µl  Ethidiumbromidlösung 

(20 µg/ml) beträufelt und mit einem Deckglas eingedeckt. Die gefärbten Präparate 

wurden  nun  bei  400  facher  Vergrößerung  mit  einem  Fluoreszenzmikroskop 

angesehen. Das Mikroskop verfügte über einen Anregungsfilter von 515-560 nm 

und einem Barrierefilter von 590 nm. Pro Probe wurden 50 Zellen ausgewertet. 

Mit  Hilfe  eines  Bildanalysesystems,  das  über  eine  CCD-Kamera  an  das 

Mikroskop angeschlossen war, konnten die DNS Kometen quantifiziert werden.

Die verwendete Messgröße war das Tail Moment (s. 3.2.5.1).
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Abb.  Nr.  3.1:  Darstellung  eines  unbeschädigten  (a,  b)  und  eines  beschädigten  (c,  d) 
Zellkerns  mit  und  ohne  Histogramm  der  Comet  Assay  Software  von Perceptive 
Instruments Ltd. (England). 
Der beschädigte Zellkern zieht einen Schweif mit DNS Bruchstücken hinter sich.

3.2.6   Durchflusszytometrie

Bei der durchflusszytometrischen Analyse können Zellen mit einem Fluorchrom 

markiert  und  anschließend  mit  einem  Laserstrahl  der  Wellenlänge  488nm 

bestrahlt  werden. Dadurch werden die Fluorchrome zur Emission angeregt,  die 

messbar ist. Über Quantifizierung von Vorwärts- und Seitwärtsstreulicht können 

auch Informationen über Zellgröße und Zellgranularität gesammelt werden. Die 

Datenanalyse  wurde  durch  die  Programme  CELLquest  TM und  WinMDI  TM 

möglich.

31



Materialien und Methoden 
 

3.2.6.1   Messung der Zellvitalität mit  Hilfe von Annexin V-PI 

Bei diesem Testverfahren werden apoptotische Zellen mittels Annexin V, einem 

Phospholipidbindeprotein,  markiert.  Dies  ist  allerdings  nur  möglich,  wenn das 

Phospholipid  Phosphatidylserin  von  der  inneren  auf  die  äußere  Membranseite 

transloziert wird. Dieses Phänomen tritt in der Regel recht früh im Prozess der 

Apoptose auf. Deshalb kann diese Methode im Gegensatz zum Trypan Blau Test 

nach kurzer Zeit apoptotische Zellen erkennen. 

Eine Kopplung von Annexin V an das Fluororchrom FITC ermöglicht daher die 

Erfassung  dieser  Zellen  mit  Hilfe  der  durchflusszytometrischen  Analyse. 

Gleichzeitig  kann  eine  Färbung  der  Zellen  mit  Propidiumiodid  (PI)  eine 

Unterscheidung von früh- und spätapoptotischen Zellen ermöglichen. Es wurden 

Annexin- bzw. Propidiumiodid-gefärbte Zellen, sowie ungefärbte Zellen in einem 

Diagramm  gegeneinander  aufgetragen,  und  somit  die  Prozentzahl  an  vitalen 

Zellen von der Grundgesamtheit ermittelt.

Die Fibroblasten wurden mit IRA und UVB bestrahlt und 4 h postinkubiert. Es 

folgte die Ablösung der Zellen mittels Trypsin, Zentrifugierung (5 min bei 200 g) 

und eines Waschvorgangs mit PBS bevor alle weiteren Vorgänge dem Annexin 

V-FITC Staining Protocol aus dem Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit von 

BD PharmingenTM (Heidelberg, Deutschland) entsprachen.

3.2.6.2   Quantifizierung der H2A.X Phosphorylierung 

In einem eukaryoten Zellkern liegt das Genom als Chromatin vor. Zwei Moleküle 

der Kernhistone (H2A, H2B, H3 und H4) bilden ein Histon-Oktamer. Um dieses 

Oktamer sind 146 Basenpaare der DNS gewickelt, die zusammen das Nukleosom 

bilden, die Basiseinheit des Chromatins. Die Histone erlauben der DNS sich so 
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eng zu wickeln, um möglichst auf kleinem Raum die höchst mögliche Anzahl an 

Basenpaaren  im  Zellkern  zu  verstauen.  Post-translationale  Modifikationen  der 

Histone sind sehr wichtig im Rahmen ihrer zusätzlichen Funktion als Wächter der 

Genomverfügbarkeit,  da  sie  schnelle  und  reversible  Zugänge  der  DNS  durch 

zelluläre Signale erlauben.

Substanzen  oder  andere  Noxen  wie  z.B.  Bestrahlung  durch  UVB,  die 

Doppelstrangbrüche in der DNS induzieren, führen über Signalkaskaden zu einer 

Phosphorylierung des Histons H2A.X. H2A.X ist eine Isoform des Histons H2A. 

H2A.X besitzt ein Serin (Serin139), welches im Zuge von Doppelstrangbrüchen 

phosphoryliert  wird  (Rogakou  EP  et  al.,  1998;  Burma  S  et  al.,  2001).  Diese 

Phosphorylierung  ist  entscheidend  für  die  Rekrutierung  der  DNS  Reparatur-

maschinerie zu dieser Stelle des Bruchs (Paull TT et al., 2000). 

Wenn der DNS Schaden zu stark ist, kommt es zur Apoptose. Apoptose führt zu 

einer  Zerschneidung  des  Genoms  in  kleine  Fragmente,  was  zu  weiteren 

Doppelstrangbrüchen führt (Rogakou EP et al., 2000). Daher kann H2A.X auch 

als Marker für Apoptose genutzt werden. H2A.X Phosphorylierung an Serin 139 

tritt  sehr  früh im Rahmen der Apoptose auf und ist  damit  einer  der  frühesten 

Indikatoren für Apoptose, die erhältlich sind.

Die Zellen wurden auf wie in 3.2.3 beschrieben bestrahlt und 1 h im Brutschrank 

postinkubiert. Danach folgte die Ablösung der Zellen mit Hilfe von 1 ml Trypsin - 

EDTA Lösung. Die Trypsinaktivität wurde durch Zugabe von 1 ml Kulturmedium 

beendet und die Zellsuspension in 15 ml Röhrchen überführt. Danach folgte eine 

Zentrifugierung (5 min bei 200 g) und drei weitere Waschvorgänge mittels DPBS, 

um  das  Trypsin  vollständig  zu  entfernen.  Alle  weiteren  Vorgänge  zur 

Vorbereitung der flusszytometrischen Analyse  wurden nach dem Protokoll  des 

„H2A.X Phosphorylation Assay Kit  (Flow Cytometry)“  von der Firma Upstate 

(CA, USA) durchgeführt. Alle zugehörigen Reagenzien stammten ebenfalls von 
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dieser Firma. Als Positivkontrolle dienten 200 ng/ml Neocarzinostatin, welches 

60 min vor Fixierung der Zellen inkubierte. Neocarzinostatin wurde 1963 erstmals 

aus  dem  Kulturmedium  von  Streptomyces  carzinostaticus  isoliert  und  kann 

Wechselwirkungen  mit  der  DNS  eingehen  und  diese  spalten.  Es  wird  unter 

anderem auch in der Onkologie als Chemotherapeutikum eingesetzt.

 

Als  Negativkontrolle  diente  anstatt  der  Färbung  mittels  Anti-phospho  H2A.X 

FITC Antikörper, ein normaler Maus IgG FITC Antikörper.

3.2.6.3 Messung der Zellproliferation mit Hilfe von BrdU Färbung

Die Immunfluoreszenzfärbung von eingebautem Bromodesoxyuridin (BrdU) und 

dessen flusszytometrischer  Analyse dienen zur Messung von DNS Synthese in 

proliferierenden  und  synthetisierenden  Zellen  (S  Phase).  Dabei  wird  BrdU, 

welches ein Analog von Thymidin ist, in neu synthetisierte DNS aufgenommen 

und  mit  Hilfe  eines  spezifischen  anti-BrdU  Fluoreszenz  Antikörpers  sichtbar 

gemacht. Der Gehalt an BrdU kann dann im Flusszytometer gemessen werden. 
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Eine  Färbung  mit  7-Amino-Actinomycin  D  (7-AAD),  welche  an  die  gesamte 

DNS bindet,  ist  mit  der BrdU Immunfluoreszenzfärbung gekoppelt.  Mit dieser 

Verbindung ist es möglich eine Charakterisierung der Zellen im Hinblick auf  ihre 

Zellzyklusposition  und  damit  auch   ihrer  DNS  Neusynthese  (S  Phase) 

anzufertigen (z.B. G0/1 Phase, S Phase oder G2/M Phase). Die Zellzyklusposition 

wird durch die Intensität der 7-AAD Färbung bestimmt. Mit dieser Untersuchung 

wurde  der  BrdU  Gehalt  4  h  nach  Bestrahlung  von  nicht  proliferierenden 

bestrahlten Fibroblasten gemessen. 

Zur  Positivkontrolle  wurde  10  µl/ml  Medium  BrdU  bei  proliferienden 

Fibroblasten  in  das  Serum enthaltende  Medium gegeben.  Als  Negativkontrolle 

diente  eine  ungefärbte  Probe.  Allen  bestrahlten  Proben  wurde  24  h  vor 

Bestrahlung  das  Kälberserum  im  Medium  entzogen  um  zwischen  normaler 

Zellteilung und Proliferation im Rahmen der Bestrahlung zu unterscheiden. Die 

Zellen wurden dann auf DPBS, wie in 3.2.3 beschrieben, bestrahlt und erhielten 

danach  wieder  ihr  serumfreies  Medium  für  die  Postinkubationszeit  von  4  h, 

welches nun aber ebenfalls 10 µl 1 mM BrdU pro ml Medium enthielt. Nach 4 h 

wurden die Zellen von den Gewebekulturschalen abgelöst, zentrifugiert und mit 

DPBS gewaschen. Das weitere Prozedere entsprach dem BrdU Flow Kit Staining 

Protocol  aus  dem  FITC  BrdU  Flow  Kit  von  BD  PharmingenTM (Heidelberg, 

Deutschland).

3.2.7 Plasmid DNS Assay (Detektion von direkten DNS-Schäden)

Um die Wirkung von UVB bzw. IRA Strahlung auf  reine  DNS ohne weitere 

Zellkomponenten zu untersuchen, wurden 0,5 µg pUC 18-DNS den jeweiligen 

Bestrahlungseinheiten unterzogen. Die DNS wurde in 200 µl NaCl (50 mM, pH 

7,5) gelöst, um eine Konzentration von 0,25 µg/µl DNS zu erhalten. Jeweils 2 µl 

dieser  Lösung wurden  mit  18  µl  NaCl  (50  mM)  auf  eine  Gewebekulturplatte 

pipettiert und bestrahlt. Nach der Behandlung wurden die Proben auf ein 1,2 % 
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Agarosegel aufgetragen, welches 2 µl Etbr enthielt. Anschließend wurde die DNS 

mittels Elektrophorese bei 70 V ca. 2 Stunden aufgetrennt. 

Bei einer direkten Schädigung der DNS, die mit einer Relaxation des Plasmides 

einherging,  zeigte  sich  mindestens  eine  weitere  Bande  mit  DNS oberhalb  der 

Bande  der  „supercoiled  DNS“.  Als  Positivkontrolle  wurde  erneut 

Neocarzinostatin verwendet. Die Detektion der Banden mittels UV-Licht wurde 

mit Fluorchem TM INS-8900 der Firma Alpha Innotech durchgeführt.

3.2.8 Trypan Blau Test (Messung der Zellvitalität)

Die Zellen, die für diesen Test benutzt wurden, wuchsen, wie oben beschrieben, 

bis  zur  Konfluenz  und  wurden  24  h  vor  Bestrahlung  und  während  der 

Postinkubationszeit  von 24 h mit  Medium ohne FCS behandelt.  Anschließend 

wurden die Zellen von den Petrischalen abtrypsiniert , in DPBS resuspendiert und 

mit  Trypan  Blau  Farbstoff  gefärbt.  Nach  5  min  Inkubationszeit  wurden  die 

Fibroblasten in einer Neubauer Zählkammer gezählt und der blau gefärbte Teil an 

Zellen  von  der  Grundgesamtheit  in  Prozent  berechnet.  Eine  Blaufärbung  der 

Zellen geht mit einer erhöhten Permeabilität der Zellmembran einher, welche für 

einen apoptotischen Prozess typisch ist. Abschließend wurden die Ergebnisse als 

Prozentsatz vom Ergebnis der unbehandelten Probe dargestellt.

3.2.9 Statistische Analyse

Um anhand vorliegender Beobachtungen eine begründete Entscheidung über die 

Gültigkeit oder Ungültigkeit einer Hypothese zu treffen, wurden die vorliegenden 

Daten einer statistischen Analyse unterworfen. Dabei wurde der Studentsche T-

Test  verwendet.  Der  T-Test  testet  die  Differenz  der  Mittelwerte  von  zwei 
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Stichproben. Ein p-Wert unter 0,05 gibt einen signifikanten Unterschied zwischen 

zwei Stichproben an. Jeder Wert über 0,05 ergibt keinen statistischen Unterschied 

in zwei Stichproben. In den folgenden Abbildungen wurden relevante signifikante 

Unterschiede  mit  einem  *  oberhalb  der  Säulen  in  einem  Diagramm  gekenn-

zeichnet.
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4 Ergebnisse

4.1 Die Kombination von IRA und UVB wirkt anders auf die 
Integrität der DNS als die Summe der Einzelbestrahlungen

Bei der Untersuchung der Wirkung von IRA, UVB und ihrer Kombination auf 

die DNS von humanen, dermalen Fibroblasten diente der alkalische Comet Assay 

als Screeningmethode.

                   Sham               IRA              UVB             IRA+UVB     UVB+IRA  

Abb. 4.1: Die Kombination von IRA und UVB wirkt anderes auf die Integrität der DNS als 
die Summe der Einzelbestandteile. 
Konfluente  dermale  humane  Fibroblasten  wurden  mit  IRA  und/oder  UVB  bestrahlt  und 
anschließend  mittels  eines  alkalischen  Comet-Assay  analysiert. Es werden  die  Mittelwerte  +/- 
Standardabweichung (SD) von drei unabhängig voneinander durchgeführten Versuchen gezeigt. 
Es  wurden  die  konfluenten  Fibroblastenzellen  F  120  und  F  121  verwendet.  *p  <  0,05  zur 
unbestrahlten Kontrolle (Sham), *ap < 0,05 zu IRA+UVB, *bp  < 0,05 zu UVB+IRA
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Die Abb. 4.1 zeigt die unterschiedlichen Tail  Momente nach den Einzel  - und 

Kombinationsbestrahlungen bei sofortiger Fixierung der Zellen nach Behandlung. 

IRA alleine erzeugt dabei genauso wenig DNS Strangbrüche, wie eine fehlende 

Bestrahlung (Sham). UVB alleine hingegen weist einen deutlichen Anstieg des 

Tail Momente auf. 

Bei  der  Betrachtung  der  Kombinationsbestrahlungen,  ist  bei  der  Kombination 

IRA+UVB (IRA Bestrahlung zeitlich  vor  UVB) eine  leichte  Erniedrigung  der 

DNS Strangbrüche im Vergleich zu UVB alleine zu erkennen. UVB+IRA (UVB 

Bestrahlung zeitlich vor IRA) zeigt hingegen einen mehr als  doppelt  so hohen 

Anstieg des Tail Momente im Vergleich zu UVB alleine. 

4.2  Sequenzabhängigkeit des IRA-Effektes  

Im Folgenden soll  eine  mögliche  Dosisabhängigkeit  von der  vorangegangenen 

UVB  Bestrahlung  bei  den  o.g.  (4.1)  deutlich  erhöhten  Tail  Momente  bei 

UVB+IRA  untersucht  werden.  Dazu  wurden  drei  verschiedene  UVB 

Bestrahlungsdosen  [0,15  J/m2  (1  s),  33,34  J/m2  (5  s)  und  100  J/m2(15  s)] 

ausgewählt  und die  IRA Bestrahlungsdauer  bei  15 min  konstant  gehalten.  Die 

IRA Dosis lag unverändert bei 306 J/cm2.
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Abb. 4.2:  Untersuchung verschiedener UVB-Bestrahlungsdosen bei konstanter  IRA Dosis 
hinsichtlich ihrer Wirkung auf menschliche DNS. 
Dargestellt wird ein Versuch mit drei unterschiedlichen UVB Dosen (1 s = 6,67 J/m2, 5 s = 33,33 
J/m2, 15 s = 100 J/m2) bei konstanter IRA Dosis (15 min = 306 J/cm2). Es werden die Mittelwerte 
der Tail Momente von drei unabhängig voneinander durchgeführten Versuchen mit konfluenten 
Fibroblasten F 120 und F 121 +/-  SD gezeigt. *p < 0,05 zu UVB 15 s

4.3 Dosisabhängigkeit des IRA-Effektes

Für  die  IRA  Kinetik  wurden  ähnlich  wie  bei  der  UVB  Dosis  Kinetik  drei 

unterschiedliche  Bestrahlungszeiträume für  IRA ausgewählt  (1 min,  5 min,  15 

min) und die UVB Bestrahlungsdauer konstant gehalten (15 s). Das entsprach für 

IRA 20 J/cm2 (1 min), 102 J/cm2 (5 min) und 306 J/cm2 (15 min). Die UVB Dosis 

lag bei 100 J/m2.

*
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Abb. 4.3: Untersuchung unterschiedlicher IRA-Bestrahlungsdosen bei konstanter UVB Dosis 
hinsichtlich ihrer Wirkung auf menschliche DNS. 
Es  wurde  1  min  (20  J/cm2),  5  min  (102  J/cm2)  und  15  min  (306  J/cm2)  mit  IRA  und  in 
Kombination mit UVB bestrahlt. Die UVB Dosis blieb konstant bei 15 s (100 J/m2).Es werden die 
Mittelwerte der Tail Moment Means von drei unabhängig voneinander durchgeführten Versuchen 
+/- SD mit konfluenten Fibroblasten F 120/F 121 gezeigt. *p < 0,05 zu UVB

Das Experiment zeigte, dass alleinige IRA Bestrahlung bei allen angewendeten 

Dosen keinen Effekt hatte. UVB ließ das Tail Moment wie auch zuvor beobachtet 

ansteigen.  Je höher  die  IRA Dosis vor der UVB Bestrahlung war,  desto mehr 

zeigte sich, wie zuvor schon beobachtet, eine absinkende Tendenz im Hinblick auf 

DNS Strangbrüche.  Im Gegensatz dazu konnte man bei UVB+IRA erneut eine 

erhöhte DNS Schädigung beobachten und zwar je höher die IRA Dosis nach der 

UVB Bestrahlung war. Dabei führten aber erst 15 min IRA Bestrahlung zu einem 

signifikanten Unterschied zwischen UVB alleine und UVB+IRA.

*
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Beide  Untersuchungen  zur  Dosisabhängigkeit  weisen  darauf  hin,  dass  sowohl 

UVB als auch IRA Dosis einen entscheidenden Einfluss auf das Ausmaß der Tail 

Momente haben.  

Ein  weiterer  Faktor,  der  möglicherweise  die  Ätiologie  der  DNS Strangbrüche 

erklären kann, ist die Entwicklung der DNS Strangbrüche über die Zeit. Dies soll 

im Folgenden gezeigt werden.

4.4    Zeitabhängigkeit des IRA-Effektes

Zur  weiteren  Charakterisierung  der  Effekte  von  IRA  und  UVB  auf  die 

menschliche DNS wurde der Zeitverlauf der DNS Schädigung untersucht. Dabei 

wurden nach sechs (0 h, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h und 24 h) verschiedenen Zeitpunkten die 

Proben abtrypsiniert und in Agarose fixiert. 

 
 
Abb. 4.4: Zeitlicher Verlauf der Tail Momente von Einzel- und Kombinationsbestrahlungen. 
Es werden die Mittelwerte +/- SD von drei unabhängigen Versuchen gezeigt.  Die Fibroblasten 
F 120 und 121 waren vor Bestrahlung konfluent. *ap < 0,05 zu UVB

 

  *a

*a

              Zeitverlauf 
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Bei sofortiger Fixierung der Zellen nach Behandlung (0 h) zeigte sich erneut der 

deutliche  Anstieg  von  UVB+IRA  im  Vergleich  zu  UVB  alleine.  IRA+UVB 

senkte  das  Tail  Moment  hingegen  geringfügig.  Man  sieht  auch,  dass  bei 

IRA+UVB das Maximum des Tail Momente schon bei zwei Stunden lag, während 

bei UVB und UVB+IRA nach 4 h das höchste Tail  Moment detektiert werden 

konnte. Im Zeitverlauf betrachtet wird deutlich, dass es zu einem wellenartigen 

Verlauf aller Tail Momente der UVB behandelten Proben kommt.

Als Fazit aus diesem Experiment ergibt sich, dass der in 4.1 beschriebene Effekt 

durch  IRA von  einer  Erhöhung  des  Tail  Momente  nach  UVB+IRA nur  nach 

sofortiger Fixierung der Fibroblasten zu beobachten ist. Dies gilt ebenfalls für die 

leichte Erniedrigung der Tail Momente nach IRA+UVB. 

4.5 Spezifität des IRA-Effektes

Zur Messung der Zellvitalität wurde eine Annexin-V/PI Färbung und Trypan Blau 

Tests  angefertigt.  Die  flusszytometrische  Analyse  der  Annexin-V/PI  Färbung 

diente zur Untersuchung von frühzeitigen Apoptosevorgängen (1 h), während der 

Trypanblau-Test  zur  Detektion  des  Zellüberlebens  nach  24  h,  also  der 

abgeschlossenen Apoptose benutzt wurde
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Abb.  4.5:  Einzel-  und  Kombinationsbestrahlungen  haben  keinen  Einfluss  auf  frühe 
Apoptosevorgänge. 
Mittelwerte  aller  Daten  aus  drei  unabhängigen  Versuchen  +/-  SD mit  den  konfluenten  Zellen 
F 120 und F 121. Es konnten keine signifikanten Unterschiede mittels T-Test ermittelt werden.

Die Abbildung 4.5 zeigt sehr deutlich, dass Behandlungen mit den verschiedenen 

Bestrahlungsarten und deren Kombinationen zu keinem signifikanten Unterschied 

hinsichtlich früher Apoptosevorgänge führen. 

Um jedoch evtl. später einsetzende Apoptosevorgänge nicht zu übersehen, wurde 

mit Hilfe des Trypanblau-Test das Zellüberleben nach 24 h gemessen. 
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Abb. 4.6: Einfluss von IRA und deren Kombination mit UVB auf die Zellvitalität nach 24 h.
Die konfluenten  Zellen  F 120 und F 121 wurden nach  der  Bestrahlung 24 h im Brutschrank 
postinkubiert und danach in einer Zählkammer ausgezählt. Darstellung von Mittelwerten aus drei 
unabhängig  voneinander  durchgeführten  Versuchen  +/-SD.  *p<0,05  zur  unbestrahlten 
Kontrollprobe (Sham)

Anhand  der  Abb.  4.6  lässt  sich  schlussfolgern,  dass  die  Einzel-  und 

Kombinationsbestrahlung der Zellen mit IRA keinen signifikanten Unterschied im 

Hinblick  auf  Apoptosevorgänge  bewirkt.  Die  Bestrahlung  von  UVB  hat  im 

Trypanblau-Test  jedoch  eine  Zellvitalitätsminderung  von  30  %  ergeben.  Die 

Kombinationsbestrahlungen  mit  IRA+UVB  und  UVB+IRA  zeigten   keinen 

weiteren Einfluss durch IRA.

4.6 Terminierung des IRA-Effektes

4.6.1  Wirkung auf die DNS Neusynthese

Die BrdU Immunfluoreszenzfärbung ermöglicht  es, DNS Neusynthese und den 

Zellzyklus  mit  Hilfe  der  Durchflusszytometrie  von  proliferierenden  Zellen  zu 

untersuchen.  Dieses  Experiment  wurde  durchgeführt,  um  zu  untersuchen,  ob 

Proliferationsvorgänge  der  Fibroblasten  nach  der  Bestrahlung  Einfluss  auf  die 

vorher gezeigten Ergebnisse haben. 

   *  * *
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IRAPos. Kontr. Sham

UVB IRA+UVB UVB+IRA

S Phase

G0/G1 
Phase

G2+M 
Phase

Abb. 4.7:  Untersuchung von Proliferationsvorgängen der Fibroblasten  nach Einzel-  oder 
Kombinationsstrahlungen.
Es wird ein Versuch von drei  unabhängig voneinander durchgeführten Versuchen gezeigt.  Die 
Fibroblasten  F 120/F 121 wuchsen  bis zur  Konfluenz und wurden nach 24 h unter  0  % FCS 
bestrahlt.

Es zeigt sich, dass nur die Zellen der Positivkontrolle proliferieren. Einzeln und in 

Kombination  bestrahlte  Proben  zeigen  keine  DNS  Neusynthese  sondern  zwei 

homogene Populationen in der G0/G1 Phase oder G2/M Phase. Im Vergleich zeigt 

die Positivkontrolle deutliche BrdU Anreicherung und eine Zellpopulation in der 

Synthesephase (S Phase) nach 24 h Inkubation mit FCS ohne Bestrahlung.

BrdU//7-AAD 
Immunfluoreszenzfärbung

ShamPos.
Kontrolle

IRA

UVB IRA+UVB UVB+IRA
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4.6.2 Wirkung auf reine Plasmid DNS

Um zu ermitteln, ob der oben beschriebene Effekt (4.1) auf einem biologischen 

Mechanismus  beruht,  oder  rein  photophysikalisch/photochemische  Prozesse 

hierfür  verantwortlich  sind,  wurde  nackte  hochspiralisierte  Plasmid  DNS 

bestrahlt. Die DNS wurde, wie in 3.2.7 beschrieben, behandelt und bestrahlt und 

danach  durch  ein  Agarosegel  aufgetrennt.  Als  Positivkontrolle  diente  Neocar-

zinostatin,  welches  der  6.  Bande  der  Abb.  4.8  entspricht.  Geschädigte  DNS 

entspiralisiert sich und läuft dementsprechend langsamer in einem Trenngel. In 

der  Positivkontrolle  zeigt  sich  eine  weitere  Bande  oberhalb  der  Bande  der 

superspiralisierten  DNS.  In  den  aufgetragenen  Proben  der  Einzel-  und 

Kombinationsbestrahlungen erkennt man keine weitere Bande. 

Abb.  4.8:  Untersuchung  von  hochspiralisierter  DNS  nach  Einzel-  und  Kombinations-
bestrahlung. 
Dargestellt  wird  die  Auftrennung  eines  bestrahlten  superspiralisierten  Plasmids  (pUC  18)  im 
Agarosegel,  welches sich bei Strangbrüchen relaxiert. Es wird ein repräsentatives Ergebnis von 
drei unabhängig durchgeführten Versuchen gezeigt.
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U
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VB

U
VB

IR
A

47



Ergebnisse 
 

Innerhalb dieser Versuchsreihe ergibt sich kein direkter DNS Schaden durch eine 

der  Bestrahlungen,  sondern nur durch das Karzinogen Neocarzinostatin.  Damit 

erhärtet  sich der Verdacht, dass die im Comet Assay detektierten Strangbrüche 

durch IRA und UVB und deren Kombinationen nicht durch direkte Schädigung 

der  DNS  zu  erklären  sind.  Nachdem  eine  direkte  photochemische  und/oder 

photophysikalische Ursache ausgeschlossen werden konnte, stellte sich die Frage, 

welche  biologischen  Prozesse  den  beobachteten  Effekt  vermitteln.  Hilfreich 

erscheint  dabei  eine  Charakterisierung  der  DNS  Strangbrüche  und  eine 

Untersuchung von Reparaturenzymen aus der NER.

4.6.3 Die Rolle von Doppelstrangbrüchen

Wie  schon  sehr  ausführlich  in  3.2.6.2  beschrieben,  ist  H2A.X  wichtig  in  der 

Rekrutierung  der  Reparaturenzyme  der  DNS  zu  Bruchstellen  innerhalb  des 

Genoms.  Kommt es aus verschiedenen Gründen zu Doppelstrangbrüchen,  wird 

das Histon H2A.X  an Serin 139 phosphoryliert (Rogakou EP et al., 1998). Es 

gehört damit zu den ersten Markern für DNS Doppelstrangbrüche, die verfügbar 

sind. Im Verlauf wird es auch noch zu einem Marker für Apoptose, wenn der 

DNS Schaden für die Zelle nicht mehr reparierbar ist. Im Rahmen der Apoptose 

kommt es dann zu weiterer Fragmentierung des Genoms und Phosphorylierung 

von H2A.X. 

Zur  weiteren  Charakterisierung  der  DNS  Strangbrüche  wurde  die  H2A.X 

Phosphorylierung  untersucht,  um  die  Ergebnisse  der  schon  beschriebenen 

Analysen hinsichtlich der Apoptose nochmals zu bestätigen und einen Aufschluss 

über den Anteil  an Doppelstrangbrüchen zu gewinnen. Zur Erinnerung, in den 

oben  gezeigten  Ergebnissen  der  Comet  Assays  wurden  Einzel-  und 

Doppelstrangbrüche nachgewiesen.
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Abb. 4.9: Flusszytometrische Analyse von Histon H2A.X bei Einzel- und Kombinations-
bestrahlungen.
Durchflusszytometrische  Analyse  von  H2A.X-Phosphorylierung  nach  Bestrahlung  und  1  h 
Postinkubationszeit. Die Abbildung zeigt die unterschiedlichen Fluoreszenzen des Antikörpers je 
nach  Phosphorylierungsgrad  (X-Achse).  Auf  der  Y-Achse  ist  die  Anzahl  der  durch  das 
Flusszytometer  untersuchten  Zellen  dargestellt.  Es  wird  ein  Versuch  von  drei  unabhängig 
voneinander durchgeführten Versuchen gezeigt. Es wurden konfluente Fibroblasten  F 120/F 121 
verwendet.

In dieser Untersuchung hat alleinige IRA Bestrahlung keinen Einfluss hinsichtlich 

H2A.X Phosphorylierung, wie man im Vergleich zur unbestrahlten Probe (Neg. 

Kontrolle)  erkennen kann. Die Positivkontrolle  mit  Neocarzinostatin  zeigt  eine 

starke  Phosphorylierung,  so  dass  Sicherheit  besteht,  dass  die  Färbung  gut 

funktioniert hat. 

UVB alleine weist schon einen gewissen Grad an Phosphorylierung auf, was auf 

induzierte  Doppelstrangbrüche  in  der  DNS hindeutet.  Die  Kombinationen  mit 

IRA zeigten  jedoch  keinen  deutlichen  Unterschied  zu  UVB wie  beim Comet 

Assay. 

Phospho-H2A.X Färbung
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4.6.4 Wirkung auf die NER

Um diese Fragestellung zu untersuchen wurden Mausfibroblasten vom Wildtyp 

und  embryonale  XPA  Knock-out  Mausfibroblasten  mit  den  verschiedenen 

Bestrahlungssequenzen  behandelt  und  danach  im  Alkalischen  Comet  Assay 

untersucht. XPA gehört mit zu den ersten Enzymen, die in der NER DNS Schäden 

erkennen  und  diese  für  die  Zerschneidung  markieren.  Dabei  ist  es  besonders 

verantwortlich für UV induzierte DNS Schäden. 

Es gibt mehrere Enzyme, die zu diesen XP Enzymen gehören und sie alle sind in 

unterschiedlichem Maße in der Reparaturmaschinerie von UV-induzierten DNS 

Schäden beteiligt. Menschen, bei denen eins oder mehrere dieser Proteine fehlen 

oder mutiert  sind, leiden unter der Erkrankung Xeroderma Pigmentosum. Nach 

diesem  Krankheitsbild  ist  die  Enzymgruppe  auch  benannt.  Xeroderma 

Pigmentosum wird umgangssprachlich  als  „Mondkrankheit“  bezeichnet,  da die 

betroffenen Menschen keine Sonne vertragen.  Sie sind durch den Defekt nicht 

oder nur unvollständig in der Lage UV-induzierte DNS Schäden zu reparieren. Es 

kommt zu Akkumulation von CPD und weiteren Mutationen, die schon in jungen 

Jahren  zu  malignen  Entartungen  wie  z.B.  dem spinozellulären  Karzinom oder 

Melanomen führen.

 

Falls  also  die  Reparatur  der  UVB induzierten  Schäden  durch  IRA beeinflusst 

wird, müsste sich bei den XPA Knock-out Fibroblasten eine Hemmung bzw. ein 

niedrigeres  Tail  Moment  als  beim  Wildtyp  bei  der  Kombination  UVB+IRA 

zeigen.
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Abb. 4.10: Vergleich von XPA Knock-out Fibroblasten und dem zugehörigen Wildtyp nach 
Bestrahlung. Es werden die Mittelwerte von drei unabhängig durchgeführten Versuchen +/- SD 
gezeigt. Die embryonalen XPA Knock-out Mausfibroblasten F 17 und F 3 sowie ihr zugehöriger  
Wildtyp wuchsen bis zur Konfluenz und wurden danach bestrahlt und sofort geerntet.*ap < 0,05 zu 
UVB+IRA WT +/+, *bp < 0,05 zu UVB+IRA XPA-/-

Abb. 4.10 zeigt, dass der beobachtete erhöhte Tail Moment für UVB+IRA bei den 

XPA Knock-out Zellen geringer ausfällt. Allerdings gleicht sich das Tail Moment 

nicht an das UVB XPA -/- Tail Moment an. 

.

*a

*b
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5 Diskussion

Eine  Beeinflussung  von  UV-induzierten  DNS  Schäden  muss  aufgrund  von 

möglichen morphologischen, funktionalen und biochemischen Veränderungen auf 

Zell- und Organebene kritisch betrachtet werden. Ob und inwieweit IRA zu einem 

möglichen  Schutz  oder  Schaden  beiträgt  ist  bisher  ungeklärt.  Diese  Arbeit 

beschäftigt  sich mit  dem Einfluss  von IRA auf  UV-induzierte  Schäden in  der 

menschlichen DNS. 

Die vorliegenden Daten zeigen, dass die zeitliche Abfolge der UVB bzw. IRA 

Bestrahlung  und  ihre  Dosis  eine  entscheidende  Rolle  spielt.  Wurde  die  IRA 

Strahlung  vor  der  UVB  Bestrahlung  appliziert,  kam  es  zu  niedrigeren  Tail 

Momenten an DNS Strangbrüchen. Bestrahlte man die Zellen jedoch zuerst mit 

UVB und danach mit IRA, stieg die Anzahl der DNS Strangbrüche dosisabhängig 

an.  Ein  Beleg  dafür,  dass  es  sich  hier  um strahlungsinduzierte  DNS Schäden 

handelt. Bei der Untersuchung der Tail Momente über die Zeit, konnte nur bei 0 h 

das deutlich erhöhte Tail Moment bei UVB+IRA nachgewiesen werden. Bei der 

Induktion  der  DNS  Fragmentierung  handelt  es  sich  also  um  einen  schnell 

ablaufenden  Prozess,  der  möglicherweise  schon während oder  sofort  nach  der 

IRA Bestrahlung beginnt. Der wellenförmige Verlauf der Tail Momente aller mit 

UVB behandelten Proben kann durch die beginnende Reparatur der UVB Schäden 

erklärt  werden.  Es  ist  bekannt,  dass  UV-induzierte  Schäden  hauptsachlich 

zwischen  2  h  -  und  4  h  nach  Bestrahlung  repariert  werden  und  durch  die 

Reparaturmachnismen mehr DNS Fragmente entstehen (Cooke MS et al., 2003). 

Weiterhin können diese zelleigenen Vorgänge bis zu 48 h dauern (Sauveigo S et 

al., 1998), welches die noch relativ hohen Tail Momente nach 24 h erklärt.
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Erstmals konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die zeitliche Abfolge 

und  die  Dosis  der  IRA  Bestrahlung  in  Bezug  auf  UVB  Bestrahlung 

(IRA+UVB oder UVB+IRA) eine entscheidende Rolle spielt. Die vorliegenden 

Daten  liefern  somit  wichtige  Hinweise  dafür,  dass  die  über  den  Tag 

variierende  Zusammensetzung  unseres  polychromatischen  Sonnenlichtes 

unterschiedliche  Auswirkungen auf  die  Integrität  und  Reparaturkapazität 

der menschlichen DNS entfaltet.

Die Ergebnisse bestätigen Studien, in denen IRA vor UVB appliziert und IRA als 

ein  Schutzmechanismus  für  UVB induzierte  DNS Schäden beschrieben  wurde 

(Danno K et al., 1992; Menezes S et al., 1998). Wobei bei diesen Studien nur über 

einen Schutz vor UV-induzierter Apoptose berichtet wird. Darüber hinaus können 

Studien  bestätigt  werden,  in  denen  UVB  und  danach  IRA  bestrahlt  und 

zusätzliche Schäden detektiert wurden (Kligmann LH, 1982). 

Bei den in Kapitel 4 präsentierten Daten, konnte trotz deutlich messbarer DNS 

Fragmentierung überraschenderweise  kein signifikanter  Anstieg  oder Abfall  an 

Zelltod  nach  IRA  Behandlung  gemessen  werden.  Dies  steht  in  Dissonanz  zu 

Studien,  wo gezeigt  werden konnte,  dass  IRA zumindestens  einen protektiven 

Effekt  auf Zellüberleben vor UVB oder UVA Bestrahlung hat (Frank S et  al., 

2005; Menezes S et al., 1998). Diese Daten müssen jedoch kritisch im Vergleich 

betrachtet werden, da unterschiedliche Bestrahlungsdosen, Bestrahlungszeiten und 

Postinkubationszeiten  verwendet  wurden.  Vielmehr  wurden die  Zellen  bei  den 

genannten Autoren an verschiedenen Tagen mit IRA und UVB bestrahlt, sodass 

ein  direkter  zeitlicher  Zusammenhang  der  Bestrahlungsarten,  wie  er  an  einem 

Sonnentag gegeben ist, kaum nachzuvollziehen ist.
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Desweiteren wurden die Daten nur mithilfe des Trypanblau-Tests gewonnen und 

nicht  wie  in  dieser  Studie  durch  die  Durchflusszytometrie  reevaluiert.  Da  der 

Trypanblau-Test ein durch subjektive Bewerter anfälliges Testverfahren ist, sind 

die  Ergebnisse  dieser  beiden  Studien  recht  vorsichtig  hinsichtlich  Ihrer 

Aussagefähigkeit  gegenüber IRA Protektivität  einzuordnen. Desweiteren ist der 

verwendete Farbstoff Trypanblau selbst zytotoxisch und kann die Testergebnisse 

je  nach  Einwirkzeit  massiv  beeinflussen.  Es  wurden  von  den  Autoren  zwar 

Kontrollen  durchgeführt,  aber  eine  Normierung  aller  Proben  zum  Ausschluss 

dieses Problems wurde nicht beschrieben.

Im  Rahmen  dieser  Arbeit  konnte  also  gezeigt  werden,  dass  einmalige  IRA 

Bestrahlung  unabhängig  der  zeitlichen  Abfolge  zu  UVB  keinen  Einfluss  auf 

Apoptoseinduktion  in  menschlichen  Fibroblasten  hat.  Bei  den  mittels 

Durchflusszytometrie  gewonnen  Daten  zeigte  sich  sogar  kaum  Zelltod  durch 

UVB alleine,  welches  durch  die  niedrige  aber  durchaus  physiologische  Dosis 

erklärbar ist (Krutmann J et al., 2006). 

Bei  den vorliegenden Daten  wurde ebenfalls  kein Einfluss von einzelnen oder 

kombinierten  Behandlungen  auf  nackte  Plasmid-DNS   beobachtet.  Dieses 

Ergebnis  unterstreicht,  dass es sich bei der beobachteten  DNS Fragmentierung 

nicht um einen direkten physikalischen oder chemischen Effekt handelt, sondern 

ein  intakter  Zellorganismus  mit  funktionierender  NER  Vorrausetzung  für  das 

beobachtete Phänomen ist. Dies führt zu der Hypothese, dass IRA nicht die DNS 

selber,  sondern  zelleigene  Reparaturmechanismen  im  Rahmen  der  NER 

beeinflusst,  die  durch  UV-induzierte  DNS  Schäden  aktiviert  werden.  Durch 

vermehrte Aktivität dieser Reparaturenzyme kommt es dann möglicherweise auch 

zu  erhöhter  Fragmentierung  der  DNS,  die  allerdings  transient  ist  (Cooke  MS, 

2003). Dies konnte in der Analyse der DNS Strangbrüche im Zeitverlauf auch 

gezeigt werden.
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Desweiteren  könnte  aber  auch  der  UV-Schaden  die  DNS für  IRA induzierten 

oxidativen Stress sensibler machen (Zastrow L et al., 2009). Um die detektierten 

DNS  Fragmente  näher  zu  charakterisieren  und  dadurch  Aufschluss  über  ihre 

Bedeutung  für  den  Zellorganismus  zu  bekommen,  wurden  weitere  Untersu-

chungen gemacht.

Flusszytometrische Messungen von H2A.X Phosphorylierung, welche als eine der 

frühesten Marker für DNS Schäden und folgender Apoptose gilt, ergaben einen 

Anstieg der Phosphorylierung für alle UVB behandelten Proben. Zusätzliche IRA 

Bestrahlungen vor oder nach UVB hatten jedoch keine stärkere Phosphorylierung 

zur Folge. Dass es nach UVB zu einer vermehrten Phosphorylierung von H2A.X 

kommt, scheint durch vermehrte DNS Läsionen begründbar, die unter anderem 

durch die Bildung von Thymindimeren entstehen (Paul TT et al., 2000). 

Die DNS kann diese Läsionen jedoch abhängig von ihrer Anzahl reparieren und 

induziert nicht sofort eine Apoptose, was an den erhobenen Daten dieser Arbeit 

auch  gezeigt  werden  konnte.  Die  Daten  zur  untersuchten  H2A.X 

Phosphorylierung untermauern also ebenfalls, dass IRA nicht zu einem direkten 

Schaden der DNS führt, sondern nur in Kombination mit UVB  Einfluss auf den 

Prozess der zelleigenen DNS Reparatur nimmt. 

Eine  Interpretation  hinsichtlich  einer  Beeinflussung  des  Zellzyklus  kann  nicht 

getätigt  werden,  da  die  Zellen  nicht  im  Zellzyklus  synchronisiert  wurden. 

Mögliche  Proliferationsvorgänge als  Ursache  für  die  detektierten  DNS Strang-

brüche konnten ausgeschlossen werden.
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Wenn IRA also einen Einfluss auf UVB induzierte DNS Fragmentierung besitzt, 

jedoch  keine  Apoptose,  keine  DNS Neusynthese  und keine  zusätzlichen  DNS 

Läsionen  entstehen,  muss  IRA  indirekt  über  DNS  zugehörige  Proteine  und 

Enzyme oder über andere Zellmetabolite, wie z.B. reaktive Sauerstoffspezies, die 

menschliche DNS Integrität beeinflussen. 

Um diese Theorie zu untermauern kommt man an einer Analyse der Enzyme der 

Nukleotid Exzisions Reparatur der menschlichen DNS nicht vorbei. Schließlich 

handelt es sich hierbei um Enzyme, die die DNS aktiv einschneiden und wieder 

zusammenfügen können  (Friedberg EC et al., 1995). Da man bereits weiß, dass 

H2A.X  bei  Doppelstrangbrüchen,  Apoptose  und  anderen  UVB  induzierten 

Läsionen phosphoryliert wird  (Rogakou EP et al., 1998; Marti TM et al., 2006) 

und  bei  den  Kombinationsbestrahlungen  kein  Unterschied  zu  UVB  allein 

detektiert werden konnte, liegt der Verdacht nahe, dass eine erhöhte Bildung von 

DNS  Strangbrüchen  nach  UVB+IRA  durch  eine  veränderte  Aktivität  der 

Reparaturenzyme (NER) zu begründen ist.

Die  Hauptaufgaben  der  NER  sind  die  Erkennung  von  beschädigten  DNS 

Abschnitten und deren Reparatur  bzw. Ersetzung.  Ca.  30 Proteine  sind an der 

NER beteiligt:  XPC-hHR23B,  die  neun  Untereinheiten  von  TFIIH,  XPA,  das 

„ssDNA-binding  protein“  RPA  und  XPG  sind  an  der  Erkennung  und  DNS 

Entwindung beteiligt. 

Die  Endonukleasen  XPG  und  ERCC1-XPF  schneiden  den  beschädigten  Teil 

heraus und die DNS Polymerase, PCN A, RF-C und die DNS Ligase sorgen für 

die Reparatursynthese und Ligation. Dies entspricht der Global Genomic Repair 

(GGR), während in aktiv transkriptierten Genen DNS Schäden effektiver von der 

Transcription-coupled Repair (TCR) repariert werden. Bis auf XPC-hHR23B sind 

alle Proteine der NER an der TCR beteiligt. Die TCR benötigt zusätzlich CSA, 
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CSB und die RNA Polymerase II für die Erkennung des Schadens (Scharer OD, 

2003).

Die vorliegenden Daten mit XPA Knock-out Fibroblasten zeigten, dass XPA ein 

mögliches Target von IRA sein könnte.  Es muss jedoch berücksichtigt werden, 

dass die Reparaturmechanismen für UV-induzierte DNS Schäden komplex sind 

und keineswegs von nur einigen wenigen Enzymen ausgeführt werden. Die Daten 

liefern mögliche Hinweise dafür, dass noch weitere Enzyme der NER durch IRA 

beeinflusst  werden  könnten.  Um  diesen   Mechanismus  hinsichtlich  seiner 

Sensibilität  auf  IRA  Bestrahlung  zu  untersuchen,  müsste  man  zunächst 

funktionelle Gruppen und im Anschluss einzelne Proteine ausschalten.

Erste Versuche einer Arbeitsgruppe aus Kiel (Jantschitsch et al., 2009) zeigten bei 

einer  Gen-  Analyse  eine  deutlich  erhöhte  Expression  der  Cyclin-abhängigen 

Kinase 8 (CdK8) nach IRA Bestrahlung, welche ihrerseits mit CdK 7, Cyclin H 

und Mat1  interagieren.  Dies  sind essentielle  Komponenten  des  Transkriptions-

faktors TFIIH, welcher in Transkriptionsinitiierung und DNS Reparatur involviert 

ist. 

Einzelfaktoranalysen  der  NER  auf  Genebene  nach  IRA  und  IRA+UVB 

Bestrahlung  zeigten  keine  eindeutigen  Hinweise  auf  IRA  induzierte 

Reparaturenzyme. Desweiteren beobachtete die gleiche Arbeitsgruppe in  in vivo 

Studien an Mäusen, dass IRA alleine keine Hauttumore verursachte,  jedoch in 

Kombination  mit  UVB zu einem aggressiveren Wachstum der  UV-induzierten 

Hauttumore führte. Die Daten von Jantschitsch et al. bestätigen also durchaus die 

Hypothese,  dass  IRA  alleine  keinen  Einfluss  auf  Phototoxizität  und 

Photokarzinogenese  hat,  jedoch in  Kombination  mit  UVB die  DNS Reparatur 

beeinflusst. 
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Ein andere Erklärung der Modulation von DNS Reparatur durch IRA ergibt sich 

dadurch, dass IRA die Reparaturmaschinerie über die Modifikation von Vibration, 

Rotation und damit durch erhöhten Energiestatus von Molekülen ankurbelt bzw. 

sie möglicherweise nach ihrem Arbeitsbeginn über die Bildung von oxidativem 

Stress behindert (Schroeder P et al., 2004).

So  konnte  1999  nachgewiesen  werden,  dass  IRA  von  Komponenten  der 

Atmungskette im Mitochondrium absorbiert wird (Karu TI, 1999). Dabei scheint 

die Cytochromoxidase C eine entscheidende Rolle zu spielen (Karu TI, 2008). 

Dieses  Enzym  ist  sehr  aktiv  und  hält  den  Sauerstoffpartialdruck  im 

Mitochondrium tief, um eine optimale Elektronenübertragung zu gewährleisten. 

Eine Beeinflussung dieses Enzyms durch IRA würde zu einer Veränderung des 

Elektronenflusses  führen.  Das  Resultat  ist  eine  vermehrte  Produktion  von 

mitochondrialen reaktiven Sauerstoffspezies, wie z.B. O2 und H2O2. 

Reaktive Sauerstoffspezies greifen zunächst nahe ihres Entstehungsortes an (rel. 

kurze Lebensdauer). Da das Mitochondrium der Hauptentstehungsort ist, werden 

in den meisten Fällen zuerst die mitochondriale Membran, ihre Proteine und ihre 

DNS  angegriffen.  Die  mitochondriale  DNS  ist  sehr  viel  anfälliger  gegenüber 

Mutationen,  da sie keine  Intronsequenzen und Histone  besitzt.  Mutationen der 

mitochondrialen DNS stehen in Verbindung mit einer Vielzahl von degenerativen 

Krankheiten,  wie z. B. Kearns-Sayre Syndrom,  Myopathien,  Enzephalopathien, 

Herzkrankheiten,  Diabetes,  Parkinson,  Chorea  Huntington  und Alzheimer.  Zur 

Zeit  gibt  es  allerdings  noch  keine  Daten  zu  IRA  und  ihrer  Wirkung  auf 

mitochondriale DNS.   

Bei  steigender  Halbwertszeit  können  auch  der  Halbwertszeitradius  bzw.  die 

Diffusionsdistanz  von  reaktiven  Sauerstoffspezies  zum  potentiellen  Wirkort 

zunehmen. Damit können auch cytoplasmatische Proteine bzw. DNS außerhalb 

des Mitochondriums zum Angriffsziel werden (Oberdanner CB, 2004).
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Dabei  sind  reaktive  Sauerstoffspezies  in  der  Lage  DNS  Einzel-  und 

Doppelstrangbrüche, sowie Apoptose zu induzieren. Desweiteren gibt es Studien, 

die  eine  Beeinflussung  der  DNS  Topoisomerasen  und  der  DNS-abhängigen 

Protein  Kinase  durch  reaktive  Sauerstoffspezies  nachgewiesen  haben.  Einige 

Chemotherapeutika  wirken  über  diesen  Mechanismus  und  induzieren  in 

Tumorzellen Apoptose (Lu HR et al., 2005). 

Desweiteren bedeutet eine veränderte mitochondriale Funktion eine Beeinflussung 

retrograder Singnalkaskaden zum Nukleus. Das Ergebnis ist eine Modulation von 

nukleärer Genexpression (Butow RA und Avadhani NG, 2004). Studien, die eine 

vermehrte  Expression  bestimmter  Matrixmetalloproteinasen  (verantwortlich  für 

die Dystrophie von Kollagen und Elastin im Rahmen der Hautalterung) nach IRA 

Bestrahlung  nachweisen  konnten,  scheinen  diese  Theorie  nur  zu  untermauern 

(Schröder et al. 2007).

Auch  UVB  führt  zu  vermehrter  Produktion  von  denselben  reaktiven 

Sauerstoffspezies  (Zastrow   L  et  al.,  2009).  So  beschreiben  Studien,  dass 

Antioxidantien, wie Vitamin C und K hinsichtlich UVB induzierter DNS Schäden 

einen  protektiven  Effekt  haben.  Dabei  wurde  nach  drei  Monaten  oraler 

Verabreichung von Antioxidantien eine signifikante Senkung an CPD nach UVB 

Bestrahlung beobachtet (Placzek M et al., 2005; Dekker P et al., 2005). 

Auch eine topische Anwendung von Antioxidantien in Sonnencremes reduzierte 

die  Inzidenz  von  Sonnenbränden und  CPD  Formationen.  Diese  Tatsache 

verdeutlicht ebenfalls, dass reaktive Sauerstoffspezies durchaus verantwortlich für 

bestrahlungsabhängige DNS Schäden sein können. Schon 1995 wurde über die 

Rolle  von photochemisch  produzierten  reaktiven  Sauerstoffspezies  als  initialer 

Trigger für die molekulare UV-Antwort berichtet (Wlaschek M et al., 1995). 
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Können  UVB  und  zusätzlich  IRA  induzierte  Sauerstoffspezies  sich  also 

gegenseitig potenzieren und so die Reparaturmechanismen behindern oder sogar 

vielleicht direkt zu DNS Schäden führen?

Die  vorliegenden  Daten  untermauern  diese  Theorie.  Die  Bestrahlungen  der 

Fibroblasten  mit  UVB+IRA  zeigten  signifikant  höhere  Tail  Momente  im 

Vergleich zu UVB alleine. Ein weiteres Indiz für eine möglich erhöhte Produktion 

von Sauerstoffspezies durch UVB und IRA ist die Potenzierung der detektierten 

DNS Fragmente  initial  nach  der  Bestrahlung,  da  Sauerstoffspezies  eine  kurze 

Lebensdauer in der Zelle haben. Doch auch eine Beeinflussung der NER, wie in 

Experimenten mit XPA-Knock-out Fibroblasten gezeigt werden konnte, scheint 

bei dem beobachten Phänomen eine Rolle zu spielen.  Unklar bleibt jedoch der 

tendenziell niedrigere Schaden bei der Kombination IRA+UVB, welcher jedoch 

nicht  in  allen  Experimenten  reproduziert  werden konnte.  Diese  Frage muss  in 

zukünftigen  Untersuchungen  weiter  geklärt  werden.  Experimente  zur 

Quantifizierung  von  intrazellulären  Sauerstoffspezies  und  weitere  Forschungs-

arbeit auf dem Gebiet der NER scheinen unabdingbar.

Die  vorliegenden  Daten  können  insofern  in  die  Literatur  eingeordnet  werden, 

indem  sie  erstmals  auf  molekularer  Ebene  zeigen,  dass  IRA  durchaus  einen 

indirekten Effekt auf die menschliche DNS entfalten kann. Dieser wird potenziert 

durch  die  Kombination  mit  UVB.  Genau  diese  Tatsache  konnte  in  aktuellen 

Studien anhand von Mäusen gezeigt werden (Jantschitsch et al., 2009).

Anhand  dieses  Ergebnisses  zeigt  sich,  dass  die  Wellenlängenbereiche  unseres 

Sonnenspektrums  nicht  einzeln  für  sich,  sondern  nur  in  Kombination  zu  be-

trachten  sind.  Gegenstand  weiterer  Untersuchungen  sollte  ebenfalls  UVA  in 

Kombination mit UVB und IRA sein. 
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Desweiteren sollte ein großflächiger Einsatz von artifizieller IRA Strahlung in der 

Kosmetikindustrie,  in  der  photodynamischen  Therapie  oder  bei  Wundheil-

ungsstörungen  grundsätzlich  überdacht  und  bei  jedem  Patienten  je  nach 

Hautkrebsrisiko  reevaluiert  werden.  Berichte  über  erhöhte  Photokarzinogenese 

(Kligmann LH, 1982; Bain JA et al. 1943; Jantschitsch et al. 2009), Dermatosen 

(Findlayson GR et al., 1966) und Sklerosierung (Kligmann LH, 1982) sind nur 

einige Beispiele dafür, dass IRA Strahlung nicht harmlos ist.

Zukünftig  müssen  weitere  Untersuchungen  zur  Erforschung  photochemischer 

Mechanismen von IR  durchgeführt werden, um eine wissenschaftliche Basis zur 

Entwicklung von Strategien zu schaffen, die IR induzierte Hautschäden vorbeugt. 

Es besteht kein Zweifel, dass moderner Lichtschutz  menschliche Haut auch vor 

IRA Strahlung schützen sollte.
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6 Zusammenfassung

Das  emittierte  Strahlungsspektrum  der  Sonne,  welches  die  menschliche  Haut 

erreicht, besteht aus einer großen Anzahl von unterschiedlichen Wellenlängen. Es 

ist bereits gut belegt, dass UV Licht für eine Vielzahl an schädlichen Effekten auf 

die menschliche Haut beteiligt ist, wie z. B. Hautkrebs und Faltenbildung. 7 % 

des Sonnenlichts bestehen aus UV Strahlen (290 - 400 nm) aber mehr als 50 % 

liegen im 760 nm – 1 mm Bereich, welcher die Infrarot Strahlung enthält. Dieser 

Teil ist alleine für ein Drittel der solaren Energie verantwortlich. 

Epidemiologische Daten und klinische Fallberichte weisen darauf hin, dass IR-

Strahlung  für  die  menschliche  Haut,  ähnlich  wie  Ultraviolettstrahlung,  bei 

Lichtalterung  und  Photokarzinogenese  involviert  ist.  Bis  jetzt  sind  die 

molekularen  Konsequenzen  für  diese  Art  von  Strahlung  nicht  ausreichend 

erforscht. Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss von Ultraviolett-

B (UVB) und Infrarot-A (IRA) Strahlung und ihrer Kombination auf die DNS von 

humanen Hautfibroblasten untersucht.

Bei den Untersuchungen wurde beobachtet, dass eine IRA Bestrahlung vor UVB 

zu einer geringen Absenkung des gemessen DNS Schaden führt. Bei umgekehrter 

Bestrahlungsreihenfolge führt IRA zu einer signifikanten Verstärkung der UVB 

induzierten  DNS  Schäden.  Weitere  Zeitkinetiken  und  Versuche  zur  Dosisab-

hängigkeit  haben  gezeigt,  dass  man  den  größten  Effekt  direkt  nach  der 

Behandlung  detektiert  (Zeitpunkt  der  Zellfixierung  0  h  nach  UVB+IRA:  Tail 

Moment  ~ 25;  Zeitpunkt  der Zellfixierung 1 h nach UVB+IRA: Tail  Moment 

~ 10) und dieser zusätzlich dosisabhängig ist (6,67 J/m2 UVB+ 306 J/cm2  IRA: 

Tail Moment ~ 2; 100 J/m2 UVB + 306 J/cm2 IRA: Tail Moment ~ 8). Obwohl der 

alkalische Comet Assay einen Anstieg an DNS Schäden nach UVB und folgender 

IRA  Bestrahlung  detektiert,  wurde  überraschenderweise  kein  signifikanter 

Anstieg an Zelltod gemessen. 
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Weiterhin  wurde zum Ausschluss von rein photophysikalisch/photochemischen 

Prozessen  kein  Einfluss  von  einzelnen  oder  kombinierten  Behandlungen  auf 

nackte  Plasmid  DNS  beobachtet.  Eine  Beeinflussung  möglicher  zusätzlicher 

Zellproliferationen bzw. DNS Neusynthese  nach Bestrahlung konnte ebenfalls 

ausgeschlossen  werden.  Flusszytometrische  Messungen  von  H2A.X 

Phosphorylierung,  welche  als  eine  der  frühesten  Marker  für  DNS 

Doppelstrangbrüche und folgender Apoptose gelten,  ergaben einen Anstieg der 

Phosphorylierung  für  UVB.  Zusätzliche  IRA  Bestrahlung  hatte  jedoch  keine 

stärkere Phosphorylierung zu Folge. 

In  dieser  Arbeit  konnte  erstmals  auf  molekularer  Ebene  nachgewiesen 

werden, dass IRA indirekt einen Effekt auf die Integrität der menschlichen 

DNS entfalten kann. Es konnte gezeigt werden, dass die zeitliche Abfolge und 

die Dosis der IRA Bestrahlung in Bezug auf UVB Bestrahlung (IRA+UVB 

oder  UVB+IRA)  eine  entscheidende  Rolle  spielt.  Die  vorliegenden  Daten 

liefern somit  wichtige  Hinweise  dafür,  dass  die  über den Tag variierende 

Zusammensetzung  unseres  polychromatischen  Sonnenlichtes  unterschied-

liche  Auswirkungen  auf  die  Integrität  und  Reparaturkapazität  der 

menschlichen DNS entfaltet.
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8 Abkürzungsverzeichnis

7-AAD 7-Amino-Actinomycin D

Abb. Abbildung

BER Basen Exzisions Reparatur, 
(engl.: Base-Excision-Repair)

BrdU Bromodesoxyuridin

bzw. Beziehungsweise

°C Grad Celsius

ca. Circa

CCD ladungsgekoppeltes Bauteil,
(engl.: Charged-coupled Device)

CPD Cyclobutan Pyrimidin Dimere

DNS Desoxyribonukleinsäure

DMEM Dulbecco`s Minimal Essential Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DPBS Dulbecco`s Phospate - Buffered Saline

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

Etbr Ethidiumbromid

etc. Et cetera (lat.: für und weiteres)

FACS Durchflusszytometrie, (engl.: Fluorescence activated 
cell sorting)

FCS Fötales Kälberserum, (engl.: fetal calf serum)

GGR Global-genomische Reparatur, 
(engl.: global genome repair)

GRK 1033 Graduiertenkolleg 1033 

IR Infrarot
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IRA Infrarot-A

IRB Infrarot-B

IRC Infrarot-C

LMP- Agarose Low Melting Point Agarose 

MEM Minimal Essential Medium

m. H. Mit Hilfe

ml Milliliter

µl Mikroliter

mM Millimolar

NaCl Natriumchlorid

NaOH Natriumlauge

NER Nukleotid-Exzisions-Reparatur

nm Nanometer

Nr. Nummer

PI Propidiumiodid

(6-4)PP Pyrimidin (6-4) Pyrimidon Photoprodukte

SD Standardabweichung

s. Siehe

s.o. Siehe oben

u.a. Unter anderem

UV Ultraviolett

UVA Ultraviolett-A

UVB Ultraviolett-B

UVC Ultraviolett-C

ROS Reaktive Sauerstoffspezies, 
(engl.: reactive oxygen species)
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TCR Transkriptions-gekoppelte Reparatur, 
(engl.: transcription-coupled repair)

v. a. Vor allem

XP Xeroderma pigmentosum

XPA Xeroderma pigmentosum Typ A

z.B. Zum Beispiel
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