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Abstract

The skin is the first target to be exposed in any diagnostic or therapeutic radiation treatment.
On one hand this can lead to severe side effects for high doses used in therapy. On the other
hand the anti-inflammatory effects of low dose irradiation are used clinically for the treatment
of chronic inflammatory diseases. Up to now there are only a few data available in the literature
dealing with the molecular mechanisms behind this anti-inflammatory low dose effect in human
skin. Effects of carbon-ion irradiation on human skin equivalents or human skin explants are not
published yet and data for X-ray and UV-B are rare.

In this work a systematic overview of the effects for three different radiation qualities (X-ray,
carbon ions and UV-B) on modell systems for human skin with a different complexity should be
given. Apoptosis, cytokine release and several morphological and structural changes have been
investigated in monocultures of keratinocytes, co-cultures of keratinocytes and fibroblasts and
human skin equivalents. Furthermore an ethical vote has been approved by the ethical comissi-
on and the culture and irradiation of human skin explants was established in our lab.
Apoptosis or necrosis as forms of cell death are not playing a significant role after ionizing ra-
diation in all model systems. Only after UV-B irradiation significant amounts of apoptosic cells
are detected in monocultures. The cytokine release shows a pro-inflammatory pattern with en-
hanced IL-1alpha-, IL-6- and IL-8-levels for all radiation qualities and model systems. Only the
kinetics differ between the radiation qualities. UV-B shows an early effect within 24 h, X-ray
instead results in a long lasting effect visible 24 h and 48 h after irradiation and carbon ions
lead to a later effect starting 48 h after irradiation.

Changes in the structure and morphology and also in the differentiation process were observed
after irradiation. In this work a quantitative or semiquantitative analysis for the occurrance of
parakeratosis, hyperperatosis, pycnotic nuclei in the vital epidermis and a changed morphology
in the basal layer is presented for the first time in comparison for different radiation qualities.
For higher X-ray and carbon-ion doses an accelerated differentiation is measureable as hyper-
keratosis. Parakeratosis was detected after high carbon-ion doses and UV-B intensities and on a
lower level for high X-ray doses. For low X-ray doses a cobblestoned morphology of the basal
cells was observed more often than for higher doses and other radiation qualities. In addition
an enhanced proliferation and a changed expression pattern of E-cadherin was found after low
dose X-ray irradiation.

All the observed changes after irradiation with any radiation quality point to a pro-inflammatory
effect which is less pronounced for low doses. A higher efficiancy was not detected for the end-
points investigated.

First results for human skin support the observed changes in skin equivalents and reveal that the
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presence of Langerhans cells does not change the irradiation effect completely. With the ethi-
cal approval, the establishment of the culture and irradiation procedure and the quantitative
analysis a first step towards a better understanding of irradiation effects on human skin is done.




Zusammenfassung

Die Haut wird bei der Bestrahlung zu diagnostischen oder therapeutischen Zwecken, wie zum
Beispiel der Tumortherapie, immer mitbestrahlt. Dies kann bei hohen Dosen, wie sie fiir die
Tumortherapie angewandt werden, zu unerwiinschten Nebeneffekten fiihren, bei niedrigen Do-
sen aber auch einen positiven, anti-entziindlichen Effekt haben, den man sich bei der Therapie
chronisch entziindlicher Erkrankungen zu Nutze macht. Es gibt bisher nur sehr wenige aussa-
gekriftige Daten in der Literatur, die Aufschluss {iber die Wirkmechanismen der Niedrigdosis-
bestrahlung, insbesondere auf humane Haut, geben. Fiir die Bestrahlung von Hautdquivalenten
oder Hautexplantaten mit Kohlenstoffionen liegen keine publizierten Daten vor und auch fiir
Rontgen- und UV-B-Bestrahlung sind diese meist liickenhaft.

Ziel dieser Arbeit war es, eine systematische Ubersicht iiber die verschiedenen auftretenden
Effekte hinsichtlich Zelltod, Zytokinfreisetzung und struktureller und morphologischer Veran-
derungen nach der Bestrahlung mit ionisierender Rontgen- und- Kohlenstoffbestrahlung vergli-
chen zu nicht-ionisierender UV-B-Strahlung zu geben. Hierfiir wurden Modellsysteme verschie-
dener Komplexitdt verwendet, die von Keratinozyten-Monokulturen iiber Co-Kulturen bis hin
zu humanen Hautdquivalenten reicht. Ausserdem ermoglichte ein, in Zusammenarbeit mit der
Hautklinik Darmstadt gestellter, Ethikantrag die Untersuchung humaner Haut in vitro.

Zelltod spielt nach ionisierender Strahlung weder in Form von Apoptose noch Nekrose eine
Rolle. Lediglich nach UV-B-Bestrahlung konnte in Monokulturen von Keratinozyten klassische,
Caspase 3-abhéngige Apoptose detektiert werden. Die Zytokinfreisetzung zeigt fiir alle Strahlen-
qualitdten und Modellsysteme ein pro-inflammatorisches Muster, welches durch die Erh6hung
der IL-lalpha-, IL-6- und IL-8-Freisetzung charakterisiert ist. Je nach Strahlenqualitit unter-
scheidet sich die Kinetik der Zytokinfreisetzung. Nach UV-B-Bestrahlung kommt es zu einer sehr
schnellen Reaktion, die 48 h nach der Bestrahlung bereits grol3teils abgeschlossen ist, wahrend
sie bei Rontgenbestrahlung 24 h und 48 h und bei Kohlenstoffbestrahlung erst 48 h nach der
Bestrahlung auftritt.

Durch die Bestrahlung kommt es zu verschiedenen Veranderungen der Struktur und Morpholo-
gie als auch der Differenzierung der Hautdquivalente. In dieser Arbeit wurde erstmals Parake-
ratose, das Auftreten von pyknotischen Kernen in der vitalen Epidermis, Hyperkeratose und die
Struktur der Basalzellen nach der Bestrahlung mit verschiedenen Strahlenqualitdten quantitativ
bzw. semiquantitativ ausgewertet und verglichen. Nach der Bestrahlung mit hoheren Dosen
Rontgenstrahlung und Kohlenstoffionen kommt es zu einer beschleunigten Differenzierung,
die sich als Hyperkeratose dussert. Parakeratose, die durch eine fehlerhafte Differenzierung
zustande kommt, tritt vermehrt nach hohen Intensitdten UV-B-Strahlung und héheren Dosen
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Kohlenstoffionen und seltener fiir hohe Dosen Rontgenstrahlung von 10 Gy auf. Insbesondere
fiir niedrige Dosen Rontgenstrahlung tritt ein Polarititsverlust der Basalzellen auf. Ausserdem ist
fiir diese Dosis sowohl die Proliferation erhoht, als auch das Expressionsmuster von E-Cadherin
verandert.

Die hier beobachteten Veranderungen nach Bestrahlung zeigen, dass es fiir alle Bestrahlungsar-
ten zu einem pro-inflammatorichen Effekt kommt, der fiir niedrige Dosen lediglich schwécher
ausgepragt ist. Ein Hinweis auf eine hohere Effektivitdat von Kohlenstoffionen konnte trotz des
hoheren LETs bei den hier betrachteten Endpunkten ebenfalls nicht gezeigt werden.

Erste Versuche fiir humane Haut haben die Ergebnisse fiir Hautdquivalente weitestgehend be-
statigt und zeigen, dass die Anwesenheit von Langerhanszellen die Effekte auf Bestrahlung nicht
grundlegend verdndert. Der im Rahmen dieser Arbeit eingereichte und bewilligte Ethikantrag
und die Etablierung der Kultivierung und Bestrahlung humaner Hautexplantate hat hier den

Weg fiir weitere Versuche geebnet.
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1 Einleitung

1.1 Zielsetzung und Motivation

Die Haut ist das erste Organ, welches mit Strahlung, sowohl therapeutischen und diagnosti-
schen aber auch natiirlichen Ursprungs, in Berithrung kommt. Dies kann bei hohen Dosen, wie
sie beispielsweise in der Tumortherapie eingesetzt werden, zu negativen Effekten wie Ekze-
men und anderen entziindlichen Hautreaktionen fiihren. Andererseits sind jedoch fiir niedrige
Dosen ionisierender Strahlung anti-inflammatorische Effekte bekannt, die klinisch seit vielen
Jahrzehnten genutzt werden. Beispielsweise werden Patienten mit rheumatoider Arthritis oder
chronisch entziindlichen Hauterkrankungen wie Psoriasis oder Neurodermitis in Radonheilstol-
len mit niedrigen Dosen Alpha-Strahlung erfolgreich behandelt. Die immunsupressive Wirkung
von UV-B-Strahlung ist klinisch ebenfalls bekannt und wird routineméf3ig in der Neurodermitis-
Behandlung eingesetzt.

Obwohl diese Verfahren haufig Anwendung finden, sind die Mechanismen der Wirkung ins-
besondere fiir die Niedrigdosis-Bestrahlung mit ionisierender Strahlung noch weitestgehend
unbekannt. Hinzu kommt, dass viele Ansétze, die sich mit der Aufkldrung dieser Mechanis-
men beschaftigen, hierfiir beispielsweise Zellkulturen von Keratinozyten als Modellsystem ver-
wenden. Viele solcher Ergebnisse, die in Monokulturen erzielt wurden, werden dann auf die
humane Haut iibertragen. Hier wird jedoch die dreidimensionale und insbesondere die sich
standig differenzierende Struktur der Epidermis nicht beriicksichtigt. Ausserdem wird das Zu-
sammenspiel zwischen den Keratinozyten der Epidermis und den Fibroblasten der Dermis ausser
Acht gelassen, was grofse Auswirkungen auf Reaktionen der Keratinozyten haben kann.

Ziel dieser Arbeit war es, zum Verstdndnis von Bestrahlungseffekten auf humane Haut und ins-
besondere von Effekten der Niedrigdosis-Bestrahlung beizutragen. Hierbei wurden erstmals in
einer Arbeit vier verschiedene Modellsysteme unterschiedlicher Komplexitat verwendet, die mit
ionisierender Rontgen- oder Kohlenstoff-Strahlung, als auch nicht-ionisierender UV-B-Strahlung
bestrahlt wurden. Das Spektrum der Modellsysteme reicht von Keratinozyten-Monokulturen
und Co-Kulturen von Fibroblasten und Keratinozyten iiber ein humanes, dreidimensionales
Vollhautdquivalent bis hin zu einem Explantatsystem humaner Haut. Dies ermoglicht den di-
rekten Vergleich und dadurch ein besseres Verstéandnis der Effekte und deren Abhingigkeit vom
verwendeten Kultursystem. Ausserdem ermoglicht diese Arbeit einen direkten Vergleich der un-
terschiedlichen Strahlenarten und deren Auswirkung auf das jeweilige Modellsystem.

Hinzu kommt, dass in der Literatur zwar Daten fiir humane Hautdquivalente vorliegen, diese

sich jedoch meist auf die Quantifizierung von Apoptose oder Proliferation und die Messung der
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Genexpressionen oder Zytokinfreisetzung beschranken. Meist werden in einem Experiment nur
wenige Merkmale und nur eine spezifische Strahlenart betrachtet. Teilweise werden einzelne
morphologische Aspekte, wie zum Beispiel die Dicke des stratum corneums oder die Anzahl der
Basalzellen ausgewertet. In dieser Arbeit sollte jedoch erstmals eine Reihe verschiedener Merk-
male, die unter anderem Hinweise auf den Differenzierungsstatus des Gewebes geben konnen,
quantitativ ausgewertet und zwischen den verschiedenen Strahlenqualitdten verglichen und ge-
geniibergestellt werden.

Ziel der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente ist es, einen systematischen Uber-
blick iiber die Effekte verschiedener Strahlenarten auf verschiedene Modellsysteme zu geben.
Ausserdem konnen dadurch sowohl die verschiedenen Strahlenqualititen als auch hohe und
niedrige Dosen hinsichtlich ihrer Effektivitdt miteinander verglichen werden. Diese Ergebnisse
sollen ausserdem dazu beitragen, die Mechanismen, die zu einem anti-inflammatorischen Effekt
nach Niedrigdosis-Bestrahlung fiihren, besser zu verstehen und langfristig die Therapiemoglich-
keiten von chronisch entziindlichen Erkrankungen zu verbessern und zu optimieren.

1.2 Humane Haut

1.2.1 Aufbau und Funktion

Die Haut ist das grofdte Organ des Menschen, macht bis zu 15 % des Korpergewichts aus und
kann eine Fliche von bis zu 2 m? haben. Ein Quadratzentimeter der Haut besteht aus bis zu
3 Millionen Zellen. Die Hauptaufgabe der Haut ist der Schutz des Korpers vor physikalischen,
chemischen und biologischen Einfliissen von auf3en, wozu beispielsweise mechanische Verlet-
zungen, UV-Strahlung, als auch das Eindringen von Mikroorganismen gehoren. Auferdem tragt
die Haut zur Aufrechterhaltung vieler Vitalfunktionen, wie zum Beispiel der Thermoregulation
und des Wasserhaushaltes bei.

Die Haut besteht aus drei Schichten: der Epidermis, der Dermis und dem subkutanen Gewebe
(Abbildung 1.1). Die dulBerste Schicht, die Epidermis, besteht hauptsichlich aus Keratinozyten
die in unterschiedlichen Differenzierungsstadien vorliegen. Sie enthilt aber auch die, fiir die
Epidermis typischen, dendritischen Zellen, die sogenannten Langerhanszellen. Die Hauptfunk-
tion der Keratinozyten ist die Synthese des Proteins Keratin welches malf3geblich zur protektiven
Funktion der Haut beitragt. Die Dicke der Epidermis variiert sehr stark in Abhangigkeit von der
Korperregion. Mit 0,1 mm hat das Augenlid die diinnste Epidermis, wahrend die Dicke an den
Fufl3sohlen bis zu 1,5 mm betragen kann [1].

Die Dermis ist von der Epidermis durch die Basalmembran getrennt. Die Basalmembran ist eine
Schicht, die hauptsachlich aus Typ IV Kollagen besteht, welches von den basalen Keratinozyten
synthetisiert wird. Diese Schicht erlaubt den Austausch von Zellen und Fliissigkeiten zwischen

16



Epidermis apokrine Driisen
Meissner- S
Nervenenden
Dermis
ekkrine
' Schweildriisen
Talgdrise
Haarbalgmuskel
Haarschaft < W
Paccini-Nervenenden _‘.__._/
Subkutanes J
Gewebe Blutgefale

Abbildung 1.1: Schematischen Querschnitt durch die humane Haut. Gezeigt sind die drei Schich-
ten der Haut (Epidermis, Dermis und Subkutangewebe) und die darin liegenden
Drisen; modifiziert nach [1]

Dermis und Epidermis und hélt die beiden Schichten zusammen. Die Dermis besteht hauptsach-
lich aus Kollagen, enthilt aber auch Fibroblasten, Makrophagen und Mastzellen. Ausserdem
konnen Lymphozyten, Plasmazellen und andere Leukozyten durch verschiedene Stimuli in die
Dermis einwandern. Die Dermis macht den grof3ten Anteil der Haut aus und ist fiir deren Fle-
xibilitat, Elastizitdt und Druckfestigkeit verantwortlich. Dadurch schiitzt sie vor mechanischen
Verletzungen, bindet aber auch sehr viel Wasser, verhindert so das Austrocknen und tragt zur
Thermoregulation des Korpers bei. Unter der Dermis liegt das subkutane Gewebe, welches An-
sammlungen von Fettzellen, den Lipozyten, enthélt. Ausserdem befinden sich viele epidermale
Anhangsorgane in der Haut, dazu gehoren Schweil3driisen, Talgdriisen und Haarfollikel. Die
Dermis enthélt ausserdem Blut- und LymphgefaRe, Nerven und Mechanorezeptoren.

1.2.2 Differenzierung

Die Epidermis besteht zu ca. 80% aus Keratinozyten ektodermalen Ursprungs.Wahrend des Dif-
ferenzierungsprozesses migrieren die Zellen aus der Basalschicht zur Hautoberflache, durchlau-
fen dabei eine Synthese- und eine Degenerationsphase und werden schliel3lich zu toten Horn-
zellen, Corneozyten genannt, welche die Hornschicht der Haut bilden [1](Abbildung 1.2).

In der Basalschicht, dem stratum basale, befinden sich pallisadenférmige Keratinozyten, welche
Kontakt zur Basalmembran haben. Sie bilden eine einzige Zellschicht und sind {iber Desmoso-
men miteinander verbunden. In der Basalschicht befinden sich die mitotisch aktiven Zellen, die
dafiir sorgen, dass die Epidermis in der Lage ist sich stdndig zu erneuern. Es sind jedoch bei
Weitem nicht alle Zellen der Basalschicht so genannte epidermale Stammzellen. Die proliferie-
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der differenzierenden Epidermisschichten [2]

renden Zellen durchlaufen unter normalen Bedingungen den Zellzyklus sehr langsam. Durch
dulBere Einfliisse wie zum Beispiel Verwundung kann die Teilung der epidermalen Stammzellen
stimuliert werden, was deren Anzahl erhoht.

Wenn die basalen Keratinozyten aus dem Zellzyklus austreten 16sen sie sich von der Basalmem-
bran ab und migrieren in die iiber dem stratum basale liegende Epidermisschicht, das stratum
spinosum. Zellen dieser Schicht kénnen sich je nach Position deutlich in ihrer Form unterschei-
den. In den direkt iiber dem stratum basale liegenden suprabasalen Schichten des stratum spi-
nosum sind die Zellen eher rund, wéhrend sie in dufleren Schichten bereits eine grof3ere und
abgeflachte Form annehmen. Fiir diese Zellen sind insbesondere Keratinosomen, granuldre, an
die Plasmamembran gebundene Organellen, welche Glykoproteine, Glyko- und Phospholipide
aber auch hydrolytische Enzyme wie Lipasen und Proteasen enthalten, charakteristisch. In dieser
Schicht werden ausserdem die Zell-Zellkontakte durch die vermehrte Auspragung von Desmo-
somen verstirkt und das Keratinfilament-Netzwerk des Zytoskeletts wird dichter. Die dariiber
liegende Schicht der Epidermis wird als granulédre Schicht bzw. stratum granulosum bezeichnet.
Sie enthélt noch lebende, jedoch bereits deutlich abgeflachte Keratinozyten, welche die, fiir die-
se Schicht namensgebenden Keratohyalin-Granula enthalten [2].

Die Zelle produziert in diesem Stadium spezielle Proteine, wie Profilaggrin und Loricrin, die
in den Granula eingelagert und fiir die spatere Keratinisierung benétigt werden. Wahrend der
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Verhornung werden an der Innenseite der Cytoplasmamembran Proteine mit einander verbun-
den und Lipide nach aussen gebracht um eine verhornte, wasserabweisende Schicht um die
Zelle herum zu bilden. Ausserdem werden weitere lysosomale Enzyme produziert, da die Zelle
beim Ubergang zum stratum corneum einen finalen Differenzierungsprozess zur toten Hornzel-
le durchlauft und ihre Zellorganellen inklusive des Zellkerns verliert. Diese toten Hornzellen,
Corneozyten genannt, schiitzen die Haut sowohl vor mechanischem Stress als auch vor Was-
serverlust und dem Eindringen von fremden Substanzen. Sie wandern im weiteren Differenzie-
rungsprozess der Epidermis in immer weiter aussen liegende Schichten des stratum corneums,
verdndern dabei ihren Protein- und Lipidgehalt und bauen auch ihre Desmosomen proteolytisch
ab, was dann letztendlich die Abschuppung der Korneozyten, die Desquamation, ermoglicht.
Die Differenzierung der Keratinozyten in der Epidermis ist ein Prozess, der auf molekularer Ebe-
ne durch die Expression verschiedener spezifischer Genprogramme gesteuert wird (Abbildung
1.3) . Durch die strenge Regulierung der Expressionsmuster wird die Homoostase der Haut auf-
recht erhalten und Apoptose und Proliferation in einem Gleichgewicht gehalten.

Apoptotic Genetic
gradients program Markers

} Apoptosis  TUNEL,
caspase-14

Differentiation Keratins 1, 10,
ASK1, DLK,
fransglutaminase-1,
loricrin, involucrin

j [ Proliferation  Keratins 5, 14,

B1 integrins
=) C

Abbildung 1.3: Charakteristische Genexpressionsprogramme wahrend dem Differenzierungs-
prozess in der Epidermis [3]

suubaul Lg ‘g-fog

Bak, MDM2, Bel-X

Wahrend die Zellen in der Basalschicht Keratin 5 und 14 exprimieren, wird diese Expression in
den differenzierenden Zellen des stratum spinosum und stratum granulosum reduziert und die
Expression der Keratine 1 und 10 wird erhoht. Die Signalmolekiile ASK1 und DLK werden akti-
viert und triggern das Differenzierungsprogramm der Keratinozyten. Wenn diese ein bestimmtes
Differenzierungsstadium erreicht haben exprimieren sie Marker wie Transglutaminase-1, Lori-
crin und Involucrin. In den oberen Schichten des stratum spinosums, in der die Transition zu
Corneozyten stattfindet, ist eine Expression von Caspase 14 charakteristisch, ausserdem sind
die bereits toten Zellen TUNEL-positiv. Andere Gene, insbesondere die, die fiir die Induktion
von Apoptose zustdndig sind, liegen in Gradienten in der Epidermis vor. Beispielsweise wird das
vor Apoptose schiitzende Gen Bcl-2 stark in der Basalschicht exprimiert und nimmt zu dusseren
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Schichten hin ab. Das apoptoseféordernde Gen Bak und der p53-Inhobitor MDM2 nimmt von
geringen Expressionsleveln in der Basalschicht zu dusseren Schichten hin zu [3].

1.2.3 Weitere Zelltypen in der Epidermis

Den gro3ten Anteil der Zellen in der Epidermis machen die Keratinozyten aus. Jedoch kommen
auch andere Zelltypen, wenn auch in deutlich geringerer Anzahl, in der Epidermis vor. Dies sind
Melanozyten, Merkelzellen und Langerhanszellen.

Melanogyten sind dendritische, urspriinglich aus der Neuralleiste ausgewanderte Zellen, die
hauptsachlich in der Basalschicht lokalisiert sind und dort ca 5-10 % der Zellen ausmachen
[4]. Ihre Hauptaufgabe ist die Synthese des Pigments Melanin, welches fiir die Pigmentierung
der Haut verantwortlich ist. Das Melanin wird in runden, membrangebundenen Organellen,
die Melanosome genannt werden, synthetisiert. Diese werden in die Fortsiatze der Melanozyten
transportiert und von dort an die umliegenden Keratinozyten abgegeben [5]. Die Starke der
Hautpigmentierung ist abhingig davon, wieviele Melanosome pro Melanozyt und wieviel Me-
lanin pro Melanosom produziert werden, aber auch davon, wieviele Melanosomen in die Kera-
tinozyten transferiert werden und wie schnell diese dort abgebaut werden. Durch UV-Strahlung
wird der Transfer von Melanosomen in die Keratinozyten angeregt, was zu einer intensiveren
Pigmentierung der Haut fithrt. Die Fahigkeit der Keratinozyten Licht und UV-Strahlung zu ab-
sorbieren wird dadurch gesteigert, was den Kern und damit die DNA vor Schaden schiitzt.
Merkelzellen sind insbesondere in den Fingerspitzen, den Zehen, den Lippen, dem Mund und um
die Haarfollikel lokalisiert. Es handelt sich um Mechanorezeptoren, die bereits auf sehr gerin-
ge Deformationen der umliegenden Keratinozyten reagieren und ein Aktionspotential auslosen
konnen. Ihre hohe Anzahl in bestimmten Korperregionen, wie zum Beispiel den Fingerspitzen,
ermoglicht in diesen Bereichen eine taktile Wahrnehmung mit einer sehr hohen Auflosung [6].
Langerhanszellen (LCs) sind die antigen-prasentierenden dendritischen Zellen der Epidermis
und machen dort einen Anteil von 2-8 % der Zellen aus [1]. Sie stammen aus dem Knochen-
mark und wandern in der frithen Embryonalentwicklung in suprabasale Schichten der Haut.
Charakteristische fiir Langerhanszellen sind granulére, tennisschldgerformige Organellen, die
im Elektronenmikroskop sichtbar gemacht werden kénnen und hauptsachlich aus dem Mole-
kil Langerin/CD207 bestehen. Sie sind inaktiv in der Epidermis vorhanden und werden nur
nach dem Eindringen von Antigenen aktiv und phagozytieren diese. Danach durchlaufen sie
einen Reifungsprozess und differenzieren zu reifen dendritischen Zellen. Die Fahigkeit Anti-
gene zu prozessieren wird aktiv, die Expression von Chemokin-Rezeptoren wird hoch und die
E-Cadherin-Expression herunter reguliert, was die Migration zu den Lymphknoten ermoglicht
[7]. Dort stimulieren sie T-Lymphozyten, welche dann die Immunantwort einleiten [8]. Ausser
Langerin sind auch CD1a und HLA-DR Marker fiir Langerhanszellen. Ausserdem ist mittlerweile
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bekannt, dass Langerin nicht ausschlieRlich von Langerhanszellen exprimiert wird sondern auch
von dermalen und in den Lymphknoten residierenden dendritischen Zellen [9].

1.2.4 Modellsysteme der Haut

Um die Einfliisse von dulderen Faktoren wie Chemikalien, Verwundungen aber auch Strahlung
auf die Haut zu untersuchen, konnen viele verschiedene Modellsysteme verwendet werden.
Diese unterscheiden sich je nach Anwendung und Fragestellung sehr stark in ihrer Komplexi-
tat. Wahrend fiir manche Untersuchungen die Verwendung eines einzigen Zelltyps der Haut,
beispielsweise den Keratinozyten als Monokultur, ausreichend ist, ist es fiir andere Untersu-
chungen wichtig dem in vivo System so nahe wie moglich zu kommen. Untersuchungen haben
gezeigt, dass die Sensitivitit der Zellen gegeniiber Stress und Umwelteinfliissen sehr stark davon
abhéngig ist, ob sie zwei- oder dreidimensional kultiviert werden. Interaktionen mit der extra-
zelluldren Matrix, integrin-vermitteltes Signaling und die Morphologie der Einzelzellen spielt
hierbei eine grof3e Rolle [10].

In dieser Arbeit werden verschiedene Modellsysteme verwendet, die unterschiedlichen Anfor-
derungen entsprechen und sich in ihrer Komplexitét sehr stark unterscheiden (Abbildung 1.4).
Um die Reaktionen nach einer Bestrahlung besser verstehen zu konnen, ist es wichtig fiir erste
Versuche ein Modellsysteme zu nutzen, das die Haut, welche in vivo ein sehr komplexes Sytem
ist,vereinfacht. Aus diesem Grund werden hiufig Monokulturen von Keratinozyten verwendet.
In der Literatur findet man sehr viele Arbeiten, in denen die immortale Zelllinie HaCaT ver-
wendet wird. Diese Zelllinie geht auf die spontane Immortalisierung von in vitro kultivierten
humanen Keratinozyten, die aus histologisch unauffilliger adulter Haut isoliert wurden, zuriick

[11]. Jedoch liegt bei immortalen Zelllinien meist eine p53-Mutation vor [12], was Auswirkun-
gen auf die Induzierbarkeit von Apoptose haben kann. Deshalb ist man in der vorliegenden
Arbeit sehr schnell dazu iibergegangen priméire Keratinozyten zu verwenden.

NHEK (normal human epidermal keratinocytes) werden aus humaner Haut gesunder Spen-
der isoliert und werden kommerziell vertrieben. Sie konnen laut Herstellerangabe bis zu einer
CPD (cummulative population doubeling) von 18 kultiviert werden ohne zu differenzieren. Zel-
len werden haufig als Testsystem verwendet um herauszufinden, ob verschiedene chemische
Substanzen, welche zum Beispiel in der Kosmetikindustrie verwendet werden sollen, Hautirri-
tationen hervorrufen [13], [14]. Man versucht so den Bedarf an Tierexperimenten moglichst
gering zu halten und diese weitestgehend durch geeignete in vitro-Modelle zu ersetzen. Aller-
dings zeigen die Ergebnisse der Tests an Monokulturen auch, dass dies nur begrenzt moglich ist.
Eine Studie mit verschiedenen Chemikalien zeigte, dass es zwar insgesamt eine gute Korrelation
zwischen den Daten aus Tierversuchen und dem in vitro-Testsystem gibt, dies jedoch nicht bei
allen untersuchten Kriterien der Fall war. Aus diesem Grund wurden Testsysteme entwickelt, die
die in vivo-Bedingungen besser abbilden sollen. Eine einfache Mdéglichkeit ist die Co-Kultivierung
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Abbildung 1.4: Ubersicht Gber die in vitro Modellsysteme der Haut unterteilt nach Zellkulturen
und Gewebekulturen und hierarchisch nach ihrer Komplexitat sortiert

von NHEK mit humanen, epidermalen Fibroblasten (NHDF). Hierbei werden Keratinozyten und
Fibroblasten entweder so kultiviert, dass sie direkten Kontakt zueinander haben, oder eine Kom-
munikation tiber die Freisetzung von Faktoren und Zytokinen in das Medium mdoglich ist. Dies
erreicht man beispielsweise indem eine Zellsorte in Einsidtzen fiir Zellkulturplatten kultiviert
wird. Es konnte gezeigt werden, dass die Zell-Zell-Kommunikation zwischen Keratinozyten und
Fibroblasten eine wichtige Rolle, inbesondere hinsichtlich der Zytokinfreisetzung dieser beiden
Zelltypen spielt. Beispielsweise wird die TGF-beta als auch die IL-1alpha Freisetzung der Fibro-
blasten durch die Anwesenheit von Keratinozyten gehemmt [15]. Ausserdem wurde gezeigt,
dass Co-Kulturen der beiden Hautzelltypen auf Chemikalien, die Hautirratationen hervorrufen,
deutlich weniger sensitiv reagieren, als Monokulturen. Die Unterschiede betrugen bis zu einer
GroRenordnung [16]. Dies zeigt, dass die Co-Kultivierung und die dadurch erméglichte Kom-
munikation der beiden Zelltypen eine bedeutende Rolle bei der Reaktion auf dussere Einfliisse
spielt. Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Co-Kultursystem handelt es sich um Monolayerkul-
turen von Keratinozyten und Firboblasten, die dadurch in eine Co-Kultur gebracht werden, dass
die Keratinozyten auf dem Boden einer 6-well-Zellkulturplatte wachsen, in die ein Zellkulturin-
sert eingesetzt wird, in das Fibroblasten eingesit wurden (Abbildung 1.5) . Dies hat den Vorteil,
dass die beiden Monolayerkulturen zu einer Behandlung, beipielsweise der Bestrahlung, wieder
getrennt werden konnen. Allerdings ist bei allen Co-Kultursystemen, die nur auf das rdumliche
Zusammenbringen von zwei verschiedenen Zelltypen als Monokulturen beruhen, zu bedenken,
dass die einzelnen Zellen in diesem Fall trotzdem in einem zweidimensionalen System wachsen.
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der verwendeten Modellsysteme der Haut

Da jedoch, wie bereits erwédhnt, das Verhalten der einzelnen Zellen sehr unterschiedlich sein
kann, abhdngig davon, ob sie in einem zwei- oder dreidimesionalen System kultiviert wer-
den [10], wurde in dieser Arbeit ein humanes Vollhautmodell verwendet. Bei diesen Modellen
werden die Fibroblasten in eine Matrix aus Kollagen eingesit. Dies ermoglicht nicht nur das
dreidimensionale Wachstum und damit eine andere Geometrie der Zellen, sondern sowohl die
Migration der Fibroblasten als auch die aktive Modellierung der extrazelluldren Matrix [17]. Auf
der Kollagenmatrix, die sich in hdngenden Zellkulturinserts befindet, werden Keratinozyten kul-
tiviert bis sie eine Konfluenz erreicht haben. Danach wird der Medienspiegel soweit abgesenkt,
dass die Keratinozyten an der Oberseite luftexponiert sind, das heisst sich an der sogenannten
air liquid interface (ALI) befinden. Dies fiihrt dazu, dass die Keratinozyten beginnen zu dif-
ferenzieren, wihrend dem Differenzierungprozess nach oben wandern und die verschiedenen
Schichten der Haut ausbilden, bis sie schlie8lich vollig ausdifferenziert das stratum corneum
bilden. Die Herstellung solcher Hautéquivalente ist sehr zeitaufwendig, sehr schwer zu standar-
disieren und stark von der Qualitit der verwendeten Zellen abhdngig. Um diese Schwankungen
zu minimieren wurde in dieser Arbeit auf ein kommerziell verfiigbhares Hautmodell der Firma
MatTek zuriickgegriffen, welches eine bessere Reproduzierbarkeit der Experimente ermdglicht.
Obwohl diese dreidimensionalen Hautmodelle bereits sehr nah an die in vivo-Situation heran-
kommen, haben auch diese Modelle Grenzen bei der Nachbildung der in der Haut tatsachlich
vorherrschenden Bedingungen. Der grof3te Nachteil der Modelle ist das Fehlen der in der Epi-
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dermis residierenden Immunzellen, den so genannten Langerhanszellen. Dies bedeutet, dass
in diesen Modellen lediglich die Reaktion auf dussere Einfliisse beobachtet werden kann, die
unabhingig vom Immunsystem ist. Verschiedene Arbeitsgruppen haben versucht in dreidimen-
sionale Hautdquivalente Langerhanszellen oder &hnliche Immunzellen zu integrieren [18], [19],
[20]. Jedoch konnen Langerhanszellen zwar aus der humanen Epidermis isoliert werden, ver-
lieren danach jedoch sehr schnell ihre Viabilitat [21]. Humane Zelllinien, die die typischen
Eigenschaften der dendritischen Zellen gut widerspiegeln und in ein Hautidquivalent integriert
werden konnten sind nicht verfiigbar. In verschiedenen Publikationen wird deshalb die MUTZ-3
Zelllinie fiir Co-Kulturen oder die Integration in ein Hautmodell verwendet. Dabei handelt es
sich um eine zytokin-abhingige Leukadmie-Zelllinie, die mit Hilfe eines Zytokin-Cocktails, der
GM-CSE TGF-beta und IL-1alpha enthélt, zu langerhans-dhnlichen Zellen differenziert werden
kann [20]. Diese konnten erfolgreich in dreidimensionale Hautdqiuvalente integriert werden.
Allerdings bleibt fraglich, wie gut diese Zellen das Verhalten humaner Langerhanszellen wider-
spiegeln, da gezeigt wurde, dass diese langerhans-dhnlichen Zellen beispielsweise bei in vitro
Versuchen nur auf sehr starke Allergene in hohen Konzentrationen kurz vor der Zytotoxizitat
reagieren und die fiir Langerhanszellen typischen Eigenschaften und Reaktionen zeigen [22].
Da in dieser Arbeit insbesondere auch die Reaktionen auf geringe Bestrahlungsdosen untersucht
werden sollen, eignen sich die Hautdquivalente mit integrierten dendritischen Zellen nicht fiir
diese Untersuchungen, da man nicht sicher sein kann, dass diese darauf reagieren. Aus diesem
Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit ein in vitro-Kultursystem fiir humane Haut etabliert,
mit dessen Hilfe die Haut fiir vier bis fiinf Tage in Kultur gehalten und bestrahlt werden kann.
Dies ermoglicht es, die Bestrahlungseffekte an einem System zu beobachten, das der in vivo
Situation sehr nahe kommt, ohne dass aufwendige und ethisch problematische in vivo-Versuche
notwendig sind.

1.3 Physikalische Grundlagen der Bestrahlung

Seit der Entdeckung der Radioaktivitdt wird diese sowohl fiir diagnostische als auch fiir thera-
peutische Zwecke genutzt. Bereits zu Beginn des 20. Jahrhunderts begann man Radium fiir
die Krebstherapie einzusetzen, hatte aber auch verstanden, dass die Bestrahlung nicht nur
medizinischen Nutzen sondern auch Gefahren birgt. Den ersten dokumentierten, biologischen
Bestrahlungseffekt musste Becquerel, der ein Behiltnis mit Radium in seiner Jackentasche ver-
gessen hatte, am eigenen Leib erfahren. Er dokumentierte ein Erythem und die spétere Bildung
eines Geschwiirs an der bestrahlten Hautstelle [23]. Obwohl mittlerweile die molekularen Me-
chanismen, die hinter Bestrahlungseffekten stehen deutlich besser erforscht sind, lassen sich
solche Effekte zum Beispiel als unerwiinschte Nebeneffekte einer Tumorbestrahlung nicht kom-
plett verhindern. Ungeféahr zeitgleich mit der Entdeckung, dass Bestrahlung zur Behandlung
von Krebs eingesetzt werden kann, haben Sokoloff und Stenbeck festgestellt, dass die Bestrah-
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lung mit niedrigen Dosen zu einer Schmerzlinderung bei Patienten mit rheumatoider Arthritis
fiihrt. Seitdem werden niedrige Dosen verschiedener Strahlungsarten therapeutisch zur Behand-
lung von entziindlichen Erkrankungen der Gelenke, wie zum Beispiel rheumatoide Athritis oder
Morbus Bechterew, aber auch fiir die Behandlung chronisch, entziindlicher Hautkrankheiten
wie Psoriasis eingesetzt [24]. Insbesondere ist hier die Radon-Therapie in Heilstollen oder Ba-
dern zu nennen, bei welcher der Patient lokal geringe Dosen Alpha-Strahlung erhalt [25], [26].
Auch niedrige Dosen Rontgenstrahlung werden fiir therapeutische Zwecke genutzt [27], [28].
Welche Mechanismen diesen anti-inflammatorischen Effekten jedoch zugrunde liegen ist noch
weitestgehend unbekannt.

Im Folgenden wird eine kurze Ubersicht iiber die physikalischen Grundlagen und die hier ver-
wendeten Strahlenqualitdten und ihren Eigenschaften gegeben.

1.3.1 lonisierende Strahlung

Allgemein versteht man unter dem Begriff Strahlung die Ausbreitung von Wellen oder Teil-
chen im Raum. Wenn Strahlung gentigend Energie besitzt, ein oder mehrere Elektronen aus
einem Atom oder Molekiil zu entfernen, spricht man von ionisierender Strahlung. Der Prozess
des Herauslosen eines Elektrons selbst wird als Ionisation bezeichnet. Pro Ionisationsevent wird
eine Energie von ca. 33 eV deponiert, was ausreichend ist um starke chemische Bindungen,
wie beispielsweise Kohlenstoffdoppelbindungen zu brechen. Die von Strahlung beim Durch-
gang durch Materie deponierte Energie wird als Dosis bezeichnet, als absorbierte Energie pro
Masseneinheit definiert und in der Einheit Gray angegeben (siehe Formel 1.1).

1Gy = 1L (1.1)
kg

Ionisierende Strahlung kann in elektromagnetische Strahlung und Teilchenstrahlung unter-
teilt werden. Elektromagnetische Strahlung ist jedoch nur bei kurzen Wellenldngen und ho-
hen Frequenzen, dass heisst bei hohen Energien, ionisierend. Die fiir biologische Experimen-
te am haufigsten verwendeten elekromagnetischen Strahlungsarten sind Rontgenstrahlen und
Gamma-Strahlen. Bei beiden handelt es sich um Photonenstrahlungen, die diinn-ionisierend
sind. Das heisst, dass die Ionisationsereignisse statistisch gleichméal3ig iiber die bestrahlte Fla-
che verteilt sind und tiberall eine mittlere Energiemenge deponiert wird (Abbildung 1.6). Die
Atome der Zielmaterie werden im Fall von Photonenstrahlung tiber Photoeffekt, Comptoneffekt
und bei hohen Energien iiber Paarbildung ionisiert. Die Energie der Photonen wird dabei auf die
Elektronen der Zielmaterie iibertragen. Durch die Ionisation werden Elektronen frei, die dann
wiederum als Sekundérelektronen ihre Energie an andere Elektronen abgeben konnen, dies er-
folgt tiber Stol3prozesse, die eine mittlere freie Weglédnge von einigen Nanometern haben. So
kommt die gleichmaél3ige Verteilung der Ionisationsereignisse bei diinn ionisierender Strahlung
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zustande. Im Gewebe wird immer nur ein bestimmter Prozentsatz der einfallenden Strahlung
absorbiert. Dies fiihrt dazu, dass die deponierte Energie mit zunehmender Eindringtiefe in das
Gewebe oder andere Materie abnimmt (Abbildung 1.7).

P ) 0
7,
%) 55 L (p)
Réntgenstrahlung Kohlenstoff-lonen

(200 MeV/u)

Abbildung 1.6: Dosis-Verteilung bei einer Bestrahlung mit Rontgenstrahlen im Vergleich zu
Kohlenstoff-lonen bei einer gleichen mittleren Dosis von 2 Gy; modifiziert nach
[29]

Bei Alpha-, Beta-, Neutronen-, Protonen- und Schwerionenstrahlung handelt es sich um Teil-
chenstrahlung. Diese ist dicht ionisierend, das heisst es werden iiber die Bestrahlungsflache ver-
teilt lokal hohe Energien deponiert. Die geladenen Teilchen wechselwirken {iber Coulomb-Kréfte
direkt mit den Elektronen des Gewebes. Die dabei erzeugten freien delta-Elektronen besitzen
nur niedrige Energien und konnen sich deshalb nicht weit von der Stelle der ersten Ionisation
entfernen. Dies flihrt zu einer lokal sehr hohen Energiedeposition entlang der Teilchenspur. Die
Dichte der Ionisationsereignisse ist am Anfang der Flugstrecke, wenn die Ionen in das Gewebe
eindringen sehr gering, da die Ionen sehr schnell sind und nur kurze Wechselwirkungen mit der
Materie eingehen. Sie verlieren jedoch trotzdem kontinuierlich an Energie und Geschwindigkeit,
was dazu fiihrt, dass die Ionisationsereignisse wahrscheinlicher werden. Die Energieabgabe der
Ionen entlang einer bestimmten Flugstrecke wird als linearer Energie Transfer (LET) bezeichnet
und in keV/um angegeben. Das Maximum der deponierten Energie und damit die maximale
Dosis wird beim volligen Stoppen der Ionen erreicht, was zu dem typischen Tiefen-Dosis-Profil
mit dem charakteristischen Bragg-Peak der Ionen fiihrt (Abbildung 1.7).

In dieser Arbeit werden zwei verschiedene Strahlenqualitdten der ionisierenden Strahlung ver-
wendet. Dies sind Rontgenstrahlung und Kohlenstoffionen. Rontgenstrahlen sind von Interesse,
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Abbildung 1.7: Tiefendosisprofil von Réntgenstrahlen (blau) und lonenstrahlen (rot) im Ver-
gleich. In griin ist die mogliche Lage eines Tumors im Gewebe eingezeichnet

da geringe Bestrahlungsdosen klinisch zur Behandlung inflammatorischer Erkrankungen an-
gewendet werden, die Mechanismen die hinter der klinischen Wirkung stehen jedoch nicht
komplett verstanden sind. Insbesondere anti-inflammatorische Effekte auf chronische entziind-
liche Hautkrankheiten sind bisher noch sehr wenig untersucht. Ausserdem kénnen hohe Dosen
Rontgenstrahlung bei den Untersuchungen in dieser Arbeit immer als Vergleich dienen. Die Be-
strahlung mit Rontgenstrahlung konnte an der GSI durchgefiihrt werden und war im Gegensatz
zu Kohlenstoffionen immer verfiigbar.

Die Effekte der Bestrahlung mit Kohlenstoffionen sind unter anderem deshalb sehr interessant,
da auch bei der Tumortherapie mit Kohlenstoffionen die Haut immer mitbestrahlt wird, was ins-
besondere dann zum Problem werden kann, wenn es sich beispielsweise um einen sehr nahe an
der Oberfldche liegenden Tumor handelt. Ausserdem sind die Effekte fiir ionisierende Strahlung
mit hohem LET bisher nur in Ansidtzen untersucht. Es gibt nur wenige Arbeiten, die Hautreakti-
on fiir die Bestrahlung mit unterschiedlichem LET vergleichen [30], [31].

Chronisch entziindliche Hautkrankheiten, insbesondere Psoriasis, stehen auf der Indikationslis-
te fiir die Behandlung mit Radon [24]. Die Patienten durchlaufen die Behandlung in Form einer
Kur, die aus mehreren Einfahrten in Radonheilstollen oder Badern in radonhaltigem Wasser be-
steht. Die Patienten nehmen dabei das Radon sowohl iiber die Atemluft als auch tiber die Haut
auf, es verteilt sich iiber den Blutstrom im Korper und ein Grof3teil wird direkt abgeatmet. Das
hierfiir relevante Radon-Isotop ist das Rn-222, welches ein Alphaemitter mit einer Halbwerts-
zeit von 3,8 Tagen ist. Bei der Passage durch den Korper kann ein Anteil des Radons unter
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Aussendung von Alphastrahlung in seine Tochternuklide zerfallen. Wie bereits beschrieben,
zahlt Alphastrahlung zu den dicht-ionisierenden Strahlenarten, welche die Bestrahlungsdosis
im Gewebe lokal deponiert. Wird eine Zelle von einem Alphateilchen getroffen, erhélt sie eine
Dosis von ca. 0,3 bis 0,5 Gy. Da Alphateilchen in Gewebe jedoch eine sehr geringe Reichwei-
te von nur einigen um haben, ist die Bestrahlung von Hautdquivalenten mit Alphatrahlung
sehr schwierig umzusetzen. Auch aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit mit relativ niedri-
gen Kohlenstoffdosen von 0,5 Gy bestrahlt. Diese gehoren ebenfalls zu den dicht-ionisierenden
Strahlungsarten. Man muss jedoch beachten, dass bei der Bestrahlung mit Radon die Wahr-
scheinlichkeit, dass eine Zelle getroffen wird, sehr gering ist, wihrend bei der Bestrahlung mit
Kohlenstoffionen statistisch gesehen fast alle Zellen getroffen werden. Wird eine Zelle jedoch
getroffen, so sind Dosis und LET ungeféhr vergleichbar mit der Bestrahlung mit Radon bzw.
Alphateilchen.

1.3.2 Nicht-ionisierende Strahlung

Neben den beiden vorgestellten ionisierenden Strahlungsarten wird in dieser Arbeit auch UV-
B-Strahlung als Vergleichsstrahlung verwendet. Daten die in der Literatur fiir die Bestrahlung
humaner Haut vorliegen beziehen sich meistens auf UV-B-Strahlung oder eine Kombination aus
UV-A- und UV-B-Strahlung, da die Haut natiirlicherweise dem Sonnenlicht ausgesetzt ist und
UV-B den grol3ten Anteil an den Effekten dieser Betsrahlung ausmacht. Bei UV-Strahlung han-
delt es sich um elektromagnetische Strahlung mit einer Wellenldnge von 200-400 nm, das heil3t
kiirzer als die des sichtbaren Lichts, aber ldnger als die der Rontgenstrahlung. Die Intensitat
der UV-Strahlung wird in Energie pro Fliche (J/m?)angegeben. UV-Strahlung wird anhand der
Wellenldange weiter in UV-A (320-400 nm), UV-B (290-320 nm) und UV-C (200-290 nm) unter-
teilt. Durch Ozon, Sauerstoff und Wasserdampf in der Atmosphére wird die kurzwellige UV-C
Strahlung und ca. 95 % der UV-B Strahlung absorbiert. Die UV-Strahlung, die die Erde erreicht
besteht zu 95% aus UV-A und zu ca. 5 % aus UV-B Strahlung (Abbildung 1.8). UV-A kann mit
seiner groBeren Wellenldnge tiefer in die Haut eindringen, sie durchdringt die komplette Epi-
dermis und einen Teil der Dermis.

UV-B hat kiirzere Wellenldngen und kann deshalb nur die Epidermis durchdringen (Abbildung
1.9). Obwohl nur ein relativ geringer Anteil an UV-B-Strahlung die Erdoberflache erreicht ist
sie es, die die Haut am meisten schadigt, da sie deutlich mehr Energie hat als UV-A. Da hier-
fiir relativ viele Daten in der Literatur vorliegen, wird eine hohe Intensitdt UV-B Strahlung in
dieser Arbeit als Referenz genutzt um die Bestrahlungseffekte zu vergleichen. Ausserdem ist fiir
niedrige Intensitaten UV-Strahlung ein immunsupressiver Effekt bekannt [33], [34]. Dies macht
man sich beispielsweise bei der Therapie von Psoriasis, einer chronisch entziindlichen Haut-
krankheit, zu nutze. Durch UV-B Bestrahlung kommt es zu einer Immunsupression und damit
zu einer Verbesserung des Krankeheitsbildes [35].
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Abbildung 1.8: Absorption der UV-Strahlen verschiedener Wellenldngen in der Atmosphare, aus
[32]

Stratum corneum

Epidermis

Dermis

Abbildung 1.9: Eindringtiefe der verschiedenen UV-Strahlen in die Haut, aus [32]
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1.3.3 Auswirkung von Strahlung auf Zellen und Gewebe

Obwohl einerseits, wie bereits kurz beschrieben, die Bestrahlung mit niedrigen Dosen einen po-
sitiven Effekt auf ein Gewebe bzw. auf einen Organismus haben kann, schddigt Bestrahlung die
Zellen und das Gewebe in erster Linie. Die Schadigung geschieht meist auf molekularer Ebe-
ne in Form von z.B. Strangbriichen der DNA. Ob dies Auswirkungen auf den Gewebeverband
oder den gesamten Organismus hat, hdngt einerseits davon ab, wie schwer die einzelne Zelle
geschidigt ist und wie sie damit umgeht, aber andererseits auch davon wie grof die Anzahl der
geschidigten Zellen in einem Gewebe ist.

Das Target, welches fiir ionisierende Strahlung am sensitivsten ist, ist die DNA der Zelle. Diese
kann durch Strahlung auf unterschiedliche Weise geschidigt werden. Einerseits kann es direkt
zu lonisationsereignissen im DNA-Molekiil selbst kommen, was dann dazu fiihrt, dass Mole-
kiilbindungen gebrochen werden. Andererseits kann es zu indirekten Effekten kommen, da es
bei der Bestrahlung durch die Radiolyse von Wassermolekiilen zur Bildung von hochreaktiven
Hydroxylradikalen kommt, die einige Nanometer migrieren und dann mit DNA-Molekiilen rea-
gieren konnen. Da der Wasseranteil in Sdugerzellen sehr hoch ist und ca. 80% des Zellvolumens
ausmacht, ist es wahrscheinlicher, dass Wassermolekiile getroffen werden und die DNA indirekt
geschadigt wird.

Wenn einzelne Bindungen innerhalb der DNA-Molekiile gebrochen werden, kann dies zu ver-
schiedenen Schiden fithren. Am héufigsten sind Einzelstrangbriiche, aber es kann auch zu
Crosslinking zwischen Proteinen oder zur Dimerbildung kommen. Einzelstrangbriiche konnen
von den Zellen meist sehr gut repariert werden, da die entsprechende Information auf dem
komplementiren DNA-Strang vorhanden ist. Kommt es jedoch zu einem Doppelstrangbruch ist
die Reparatur deutlich schwieriger, weshalb diese Art von Schaden generell als kritischer be-
zeichnet wird. Es gibt verschiedene Mechanismen um diese Schdden zu reparieren. Dies sind im
Wesentlichen homologe Rekombination (homologous recombination; HR) und nicht-homologes
Endjoining (non-homolgous end joining; NHEJ).

HR ist ein Mechanismus, der einen intakten homologen DNA-Strang als Template benotigt und
deshalb hauptsichlich in der spaten S/G, Phase des Zellzyklus vorkommt, wenn ein solcher
vorhanden ist. Dadurch ist die HR ein fast fehlerfreier Prozess.

NHEJ ist ein Reparaturweg, welcher nach einem Doppelstrangbruch vorkommt, wenn kein kom-
plementdrer DNA-Strang vorhanden ist, wie es in der G;-Phase der Fall ist. Dieser Mechanismus
ist allerdings fehlerbehaftet, da die notwendige Information fiir eine korrekte Reparatur fehlt.
Es kann zu einem inkorrekten Zusammenfiigen der DNA-Enden kommen, was dann zu chro-
mosomalen Abberationen und chromosomaler Instabilitit fiiht. Dies ist letztendlich der erste
Schritt der Krebsinduktion.

Wenn die einzelne bestrahlte und geschédigte Zelle mit Hilfe dieser Mechanismen in der La-
ge ist, den durch die Bestrahlung entstandenen Schaden zu reparieren, durchlauft sie weiter
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den Zellzyklus und kann proliferieren. Ist der Schaden zu komplex um repariert zu werden
wird der Zelltod eingeleitet oder die Zelle lauft in einen Zellzyklusarrest, das heisst sie wird an
einem Checkpoint des Zellzyklus arritiert und kann sich nicht weiter teilen. Schaut man sich
experimentell die Reaktion von Zellen auf Bestrahlung an, sind meist die Quantifizierung der
Doppelstrangbriiche oder des klonogenen Uberlebens, also die Fihigkeit einer einzelnen Zelle
eine Kolonie zu bilden, die wichtigsten betrachteten Endpunkte. Strahlung kann jedoch auch
Auswirkungen auf die Genexpression, die Proteinexpression und die Zytokinfreisetzung der Zel-
len haben. Dies sind jedoch Effekte, die eher in einem Gewebeverband eine Rolle spielen. In
Monokulturen geht man ausserdem davon aus, dass die Strahlensensitivitét aller Zellen iden-
tisch ist. Wohingegen die Strahlensensitivitdt in einem Gewebeverband abhingig von dessen
Proliferationsaktivitdat und, insbesondere in der Haut, vom Differenzierungsstatus ist. Gewebe
mit einer hohen Proliferationsrate, wie beispielsweise das Knochenmark, sind sehr radiosensitiv
und zeigen bereits bei einer Bestrahlung mit 0,5 Gy eine Reaktion, wihrend langsam prolife-
rierende Gewebe, wie beispielsweise die Lunge sehr radioresistent sind und fiir Dosen von bis
zu 50 Gy fast keine Effekte zeigen. In der Haut bedeutet das, dass insbesondere die proliferie-
renden Basalzellen eine Reaktion auf die Bestrahlung zeigen sollten. Die bereits differenzierten
Zellen in den suprabasalen Schichten der Haut sollten demnach strahlenresistenter sein. Pro-
grammierten Zelltod (Apoptose) nach Bestrahlung erwartet man deshalb in den Basalzellen,
wobei sowohl eine Entziindungsreaktion als auch die Freisetzung von Zytokinen Auswirkungen
auf das gesamte Gewebe haben konnen.

1.4 Apoptose

Die Apoptose ist ein aktiver Prozess des Zelltodes, der hoch koordiniert ablauft. Nach einem
externen Stimulus, der die Apoptose einleitet, werden Initiator-Caspasen aktiviert, dies sind ins-
besondere Caspase 2, 8, 9 und 10. Diese spalten und aktivieren wiederum die Effektor-Caspasen
3, 6 und 7. In ihrer aktiven Form spalten sie weitere Substrate in der Zelle, was einen koordi-
nierten Abbau der Zelle ermoglicht. Das Zytoplasma und der Kern der Zelle werden kondensiert
und die Zellbestandteile werden in sogenannte apoptotic bodies verpackt und aus der Zelle ent-
lassen. Die apoptotische Zelle als auch die apoptotic bodies exponieren Oberflaichenmolekiile auf
ihrer Zellmembran, die Phagozyten anlocken um die absterbende Zelle zu beseitigen. Wahrend
des gesamten Vorgangs bleibt die Integritit der Zellmembran erhalten und es kommt nicht, wie
es bei der Nekrose der Fall ist, zuerst zum Anschwellen und spéter zum Platzen der Zelle, was
die Freisetzung des Zellinhaltes und eine Immunreaktion zur Folge hat [36] (Abbildung 1.10).

Insbesondere in der Haut spielt Apoptose auch im gesunden Gewebe eine bedeutende Rolle.
Die Homoostase der Haut beruht auf dem Gleichgewicht zwischen dem Absterben der diffe-
renzierenden Keratinozyten in den suprabasalen Schichten und der Proliferation der Basalzel-

len. Ausserdem ist das Absterben der Keratinozyten wahrend dem Differenzierungsprozess ein
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wichtiger Abwehrmechanismus gegen die Induktion von Krebs. Keratinozyten, die durch UV-
Strahlung oder oxidativen Stress relativ viele Mutationen akkumulieren konnen, werden so aus
dem Gewebe entfernt [1].

Apoptose Nekrose

Initiatorcaspase DNA-Schiden

Effektorcaspase

/
| .
=
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& °
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Zellinhalt

=

Abbildung 1.10: Vergleich zwischen den beiden haufigsten Formen des Zelltodes: Apoptose und
Nekrose; modifiziert nach [36]

Differenzierende Keratinozyten weisen sehr viele Merkmale der klassischen Apoptose, wie bei-
spielsweise die Kondensation des Kerns und des Zytoplasmas und die Fragmentierung der DNA
auf. Allerdings kann in den, im Laufe der Differenzierung absterbenden Keratinozyten keine ak-
tivierte Caspase 3 nachgewiesen werden [37], [38], wiahrend die aktive Form der Caspase 3 in
anderen Geweben als sicheres Zeichen der Apoptose gilt [36]. Das heisst, der Differenzierungs-
prozess lauft iiber andere molekulare Wege ab als der Prozess der Apoptose.

Trotzdem konnen dussere Faktoren, wie beispielsweise Bestrahlung, zum Beispiel mit UV-B, oder
der Kontakt mit zytotoxischen Substanzen die klassische Apoptose in Keratinozyten auslosen.
Dies kann einerseits iiber einen extrinsischen Signalweg durch die Bindung des Fas-Ligand, TNF
oder andere Zytokine an extrazellulire membranstdndige Rezeptoren, sogenannte death recep-
tors ablaufen, oder iiber den intrinsischen Signalweg (Abbildung 1.11).

Zytotoxische Substanzen, als auch DNA-Schédden, induzieren meist den intrinsischen Signalweg,
wobei die Freisetzung von Cytochrome C aus den Mitochondrien erfolgt. Zusammen mit einem
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Abbildung 1.11: Signalweg der intrinsisch und extrinsisch aktivierten Apoptose in Keratinozyten;
modifiziert nach [3]

Kofaktor und aktivierter Caspase 9 kann so ein Apoptosom gebildet werden. Ausserdem kann
aus den Mitochondrien AIF (apoptosis inducing factor) freigesetzt werden, welches in den Zell-
kern wandern und dort caspase-unabhéngige Apoptose auslosen kann. Sowohl der extrinsische
als auch der intrinsische Signalweg fiihrt schlief3lich zu einer Aktivierung der Caspasen 3 und 7
die dann gezielt Zellbestandteile spalten und zur Apoptose der Zelle fiihren. Beide Signalwege
werden iiber die Freisetzung weiterer pro- bzw. anti-apoptotischer Faktoren, wie beispielsweise
Proteine der Bcl-2 Familie oder Bax, Bak und Bid, reguliert. Ausserdem sind die beiden Signal-
wege liber einen Verstarkungsloop miteinander verkniipft. Das Protein Bid wird durch Caspase
8 aktiviert, zu den Mitochondrien translokalisiert und regt die Cytochrome C Freisetzung wei-
ter an [3]. Ab dem Zeitpunkt der Aktivierung der Caspase 3 und 7 ist der Prozess der Apoptose
nicht mehr umkehrbar, weshalb das Vorkommen der aktivierten Form von Caspase 3 als sicheres
Zeichen der Apoptose angesehen und héufig als Marker verwendet wird.

1.5 Entziindungsreaktion

Ist die Homobostase eines Gewebes beispielsweise durch Bestrahlung oder eine andere Art des
zytotoxischen Stress gestort, kann es zu einer Entziindungsreaktion kommen, deren Ziel es ist,
das bereits beschadigte Gewebe zu entfernen und schliel3lich die Homoostase des Gewebes wie-
der herzustellen.

Bei der Schidigung von Gewebe oder durch das Eindringen von Mikroorganismen kommt es
zur Aktivierung des Immunsystems (Abbildung 1.12). Die im Gewebe vorkommenden Immun-
zellen, wie beispielsweise Makrophagen, erkennen eindringende Pathogene oder geschadigte
Zellen an speziellen Proteinen und Proteinmustern die diese exprimieren bzw. von ihnen frei-
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gesetzt werden. In der Haut handelt es sich hierbei um spezielle Makrophagen, den Langerhan-
szellen. Dadurch wird NF-x b aktiviert, welches ein wichtiger Transkriptionsfaktor ist, der dann
in den Kern translokalisiert wird und dort die Transkription entsprechender Gene reguliert. Dies
fiihrt zu einem weiteren Schritt in der Inflammations-Kaskade, der Freisetzung weiterer pro-
inflammatorischer Zytokine. Diese Zytokine werden in der Haut ebenfalls von Keratinozyten
freigesetzt und wirken bei der Immunreaktion mit. Durch diese Stoffe werden Leukozyten aus
dem Blut und dem umliegenden Gewebe zu der Stelle der Entziindung gelockt. Als Leukozy-
ten bezeichnet man Zellen, die alle aus Progenitorzellen des Knochenmarks hervorgehen und
mehrere Subpopulationen, wie Monozyten, Makrophagen, Granulozyten und Lymphozyten, ein-
schlieen. Sie wandern zum Ort der Entziindung, Monozyten differenzieren zu Makrophagen,
phagozytieren Bakterien, Zelltriimmer und andere Fremdstoffe und setzen danach Zytokine frei,
die den Entziindungsprozess wieder herunter regulieren.

UV light
Trauma
Irritants Terminally differentiating
Infection kemtinocyte

Activated

I
Langerhans cell langerhans cel

oD .
Stress ©©_° ILp Teel
signals ©%0 ¢
° .
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chemokines
060

o
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Abbildung 1.12: Einleitung einer Entziindungreaktion in humaner Haut nach einer Verwun-
dung, Bestrahlung oder dem Eindringen von Mikroorganismen; nach [39]

Bei chronisch entziindlichen Hautkrankheiten wie Psoriasis oder atopischer Dermatitis, auch be-
kannt als Neurodermitis, kommt es zu einer dauerhaften, nicht korrekt regulierten Aktivierung
des Immunsystems und damit zu einer anhaltenden Entziindungsreaktion. Betroffene Hauta-
reale sind von grolen Mengen Immunzellen, wie T-Zellen und dendritischen Zellen infiltriert
und es kommt zu einer verstdrkten Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine dieser Zellen,
was wiederum die Zytokinfreisetzung anderer Zellen, wie z.B. den Keratinozyten, aktiviert [40],
[41], [42]. Regulationsmechanismen, die normalerweise durch die Aktivierung der Freisetzung
anti-inflammatorischer Zytokine eine Entziindungsreaktion abschwéchen, funktionieren bei die-

sen Erkrankungen nicht korrekt, sodass es zu einem dauerhaften Entziindungsstatus kommt. Die
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Bestrahlung der Haut mit UV-Strahlung kann bei diesen Erkrankungen zu einer Linderung der
Symptome fithren, da dadurch zu einer Supression des Immunsystems kommt und die Entziin-
dungsreaktion abgeschwacht wird [34]. Sowohl Neurodermitis als auch Psoriasis stehen auf den
Indikationslisten fiir eine Radontherapie [24]. Es gibt jedoch keine publizierten Daten, die die
Wirkung der Radontherapie auf atopische Dermatitis oder Psoriasis beschreiben oder erklaren.

1.6 Zytokine

Wie bereits beschrieben spielen Zytokine eine wichtige Rolle in der Entziindungsreaktion. Es
handelt sich dabei um kleine Proteine, die von Zellen aufgrund von verschiedenen Stimuli se-
kretiert werden und die Kommunikation zwischen Zellen vermitteln. Sie konnen Einfluss auf die
umliegenden Zellen (parakrin), auf weiter entfernte Zellen (endokrin), aber auch auf die Zelle
selbst (autokrin) haben. Thre Wirkung ist hdufig redundant, dass heisst verschiedene Zytokine
haben dhnliche Effekte. Ausserdem wirken sie hdufig in Kaskaden, dass heisst sie aktivieren oder
inhibieren sich gegenseitig. Wahrend einer Entziindungsreaktion konnen die beteiligten Zytoki-

ne in pro-inflammatorisch und anti-inflammatorisch unterteilt werden.

1.6.1 Pro-inflammatorische Zytokine

Pro-inflammatorische Zytokine sind fiir die Einleitung und die Verstarkung einer Entziindungs-
reaktion verantwortlich. Die wichtigsten pro-inflammatorischen Zytokine sind IL-1beta, IL-6
und TNF-alpha. Sie werden hauptsadchlich von Makrophagen bzw. in der Haut von den Lan-
gerhanszellen, aber auch von Keratinozyten freigesetzt. IThre Hauptaufgabe ist die Aktivierung
der Immunantwort durch die Regulation der Proliferation und der Differenzierung von weiteren
Immunzellen, wie beispielsweise Lymphozyten und T-Zellen und deren Anlockung an die Stelle
der Entziindung. Diese Zellen schiitten dann wiederum weitere pro-inflasmmatorische Zytokine
aus, was vorriibergehend zu einer Verstarkung der Entziindungsreaktion fiihrt.

1.6.2 Anti-inflammatorische Zytokine

Um eine iiberschieBende Entziindungsreaktion zu vermeiden muss es Mechanismen geben, wel-
che die Ausschiittung pro-inflammatorischer Zytokine regulieren. Dies geschieht durch die Aus-
schiittung anti-inflammatorischer Zytokine, wie IL-4, IL-10, IL-11 und IL-13. Diese konnen zum
Beispiel die Ausschiittung der pro-inflammatorischen Zytokine durch Makrophagen inhibieren,
aber auch die Ausschiittung spezifischer Zytokininhbitoren und l6slicher Zytokinrezeptoren in-
duzieren. Ein weiteres wichtiges anti-inflammatorisches Zytokin ist TGF-beta. Es reduziert die
Zytokinfreisetzung indem es Makrophagen und Th1-Zellen inhibiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Name

Hersteller

2-Mercaptoethanol

APS

Bromphenolblau

BSA (Rinderserumalbumin)
Complete Protease Inhibitor

ECL Plus Western Blotting Substrat, Pierce
EDTA Titriplex III

Ethanol ROTIPURAN® >99,8 %, p.a.
Eosin

Essigsaure

Eukitt®

Formaldehyd-Losung, 37 %

Glycerin min. 99 %

Glycin

H,0,-Losung, 30 %

HCI 37% rauchend, zur Analyse
Hematoxylin nach Mayer
KOH-Platzchen

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosophat KH,PO,
Methanol >99 % zur Synthese
Milchpulver (fettarm)
Natriumchlorid

Natriumcitrat

Natriumdeoxycholat

Natriumfluorid
Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)

Sigma, Steinheim
AppliChem,Darmstadt
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Thermo scientific, USA
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
AppliChem,Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
AppliChem,Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, St. Louis, USA
Sigma, Seinheim
Merck, Darmstadt
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Name

Hersteller

Natriumorthovanadat

Octoxinol 9 (NP-40)

PBS Dulbecco w/o Ca? *, w/o Mg? * (Pulver)
Page Ruler, Prestained Protein Ladder
Paraffin, Erstarrungspunkt 56 —58°C
Paraformaldehyd

PMSF

Rotiphorese Acrylamid/Bis-Losung 30 %
RotiQuant

SDS ultrapure, fiir Elektrophorese
SIGMAFAST®3,3-Diaminobenzidin Tabletten
Schwefelsdure (H,SO,,96 %)

TEMED

Tris, ultrapure

Triton X-100

Trypsin 0,05%/EDTA 0,02 %

Tween 20

Xylol ROTIPURAN >99 %, p.a.,ISO
Ziegenserum

Zitronensaure

AppliChem,Darmstadt
Sigma, St. Louis, USA
Biochrom, Berlin

Thermo Scientific, USA
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim
L+S-Labor, Bad Bocklet
Sigma, Steinheim
AppliChem, Darmstadt
Biochemica AppliChem, Darmstadt
PAN, Aidenbach

Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Carlsbad, USA
Roth, Karlsruhe

2.1.2 Medien, Zusatze und Reagenzien zur Zell- und Gewebekultur

Name

Hersteller

EpiDermTM Full Thickness
Maintenance Medium (MM)
EpiDermTM Full Thickness
Assay Medium (ASY)

MatTek Corporation,Ashland, USA

MatTek Corporation,Ashland, USA

KBM-Gold Lonza, USA
KGM-Bullet-Kit Lonza, USA
DMEM Biochrom, Berlin
RPMI 1640 Biochrom, Berlin

FBS Superior
Penicillin/Streptomycin 10.000 U/ml

Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin
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2.1.3 Antikorper

Ready-SET-Go! ™ (2ndGen.)

Name Hersteller Artikelnummer
Caspase 3 Cell Signaling, Danver USA #9662
aktive Caspase 3 (Aspl75) Cell Signaling, Danver USA #9661
Caspase 14 Abcam, Cambridge UK ab45415
Cytokeratin 10 Abcam, Cambridge UK ab9026
PARP (46D11) Cell Signaling, Danver USA #9532
eCadherin Abcam, Cambridge UK ab40772
Vimentin Abcam, Cambridge UK ab92547
Ki 67 Abcam, Cambridge UK ab16667
CDla Dako, M3571
Biotinylated Affinity-purified Thermo Scientific,USA 32054
goat Anti-Rabbit IgG
ECL anti-mouse HRP-linked = GE Healthcare, Miinchen NA931
ECL anti-rabbit HRP-linked = GE Healthcare,Miinchen NA934VS
2.1.4 verwendete Kits
Name Hersteller Artikelnummer
Ultra-Sensitive ABC Peroxidase Thermo Scientific, USA 32054
Rabbit IgG Staining Kit
Ultra-Sensitive ABC Peroxidase Thermo Scientific, USA 32054
Mouse IgG Staining Kit
ImmPACT®VIP —Peroxidase Vector Burlingame, USA SK-4605
Substrat Kit
Sigmafast™3,3’-Diaminobenzidin Sigma, St-Louis, USA D4293-50
Tabletten
Pierce ECL Plus Western Thermo scientific,USA 32132
Blotting Substrate
Human IL-8 ELISA Ready-SETGo!®  eBioscience, Wien, Osterreich 88-8086-22
Human IL-1alpha Platinum ELISA eBioscience, Wien, Osterreich BMS243/2
Human IL-2 ELISA Ready-SET-Go!™  eBioscience, Wien, Osterreich  88-7025
Human IL-10 ELISA Ready-SET-Go!™ eBioscience, Wien, Osterreich 88-7106-22
Human IL-13 ELISA Ready-SET-Go!™ eBioscience, Wien, Osterreich  88-7439-22
Human/Mouse TGF-f 1 ELISA eBioscience, Wien, Osterreich 88-8350-86
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2.1.5 Loésungen und Puffer

Losungen Zusammensetzung
10% APS-Losung 0,03 g APS

300 ul Wasser
10% SDS-Losung 50 g SDS

500 ml Wasser

10% Tritonlosung

10 ml Triton X-100
90 ml Wasser

Blocking-Puffer (Western Blot)

2,5 g fettarmes Milchpulver
50 ml TBST

Block-Losung

135 ul Ziegenserum
100 ul Triton X
10 ml PBS

Citrat-Puffer pH 6 10x

14,7 ¢ Natriumcitrat
10,5 g Zitronensaure
500 ml Wasser

EDTA- Losung 100mM

2,92 g EDTA
100 ml Wasser

Elektrophorese-Laufpuffer 10x

30,3 g Tris
142,6 g Glycin
10 g SDS

1000 ml Wasser

Elektrophorese-Laufpuffer 1x

100 ml Elektrophorese-
Laufpuffer 10x
900 ml Wasser

ELISA- Waschpuffer

500 ul Tween-20
1000 ml PBS (1x)

HCI-Losung 1M

7,29 g HCl
200 ml Wasser

ELISA-Stoplésung (2N H,SO,)

5,6 ml Schwefelsdure (96%)
94,4 ml Wasser
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Losungen Zusammensetzung

KOH-Losung 0,1 % 1 ¢ KOH
1000 ml Wasser

Lysepuffer (Lyon) 250 ul NaCl 3M
250 ul Tris pH8.0
1 ml 10%Triton
200ul Proteaseinhibitorlésung C+ (25x)
3,3 ml Wasser

NaCl-Loésung 3M 174,7 g NaCl
1000 ml Wasser

NaOH-Losung 1M 7,99 g NaOH
200 ml Wasser

Natriumdeoxycholat -Losung 10% 5 g Natriumdeoxycholat
50 ml Wasser

NP-40 - Losung 5 g NP-40
50 ml Wasser

PBS (pH 7,4) 10x 160 g NaCl
4 g KClI
28,8 g Na,HPO,
4,8 g KH,PO,
2000 ml Wasser

PBS 1x 100 ml PBS 10x
900 ml Wasser

Probenpuffer fiir SDS-PAGE 0,035 g Bromphenolblau
7 ml Glycerin
6 ml 10% SDS
1 ml Tris HCI pH 6,7 1M

Proteaseinhibitor-Losung C+ 1 Tablette Complete Protease Inhibitor
2 ml Wasser
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Losungen Zusammensetzung
RIPA-Puffer 790 mg Tris

88,5 ml Wasser

900 mg NaCl

10 ml NP-40 10%
2,5 ml Natriumdeoxycholat 10%
1 ml 100mM EDTA

Sammelgel 5 %ig 1,54 ml Wasser
490 ul Tris pH 6,8 1M
25 ul 10% SDS-Loésung
420 ul Rotiphorese NFAcrylamid/Bis-Losung 30%
2,5 ul TEMED
25 ul 10% APS

Stripping-Puffer 714 ul 2-Mercaptoethanol
6 ml Tris pH 6,7 1M
20 ml 10% SDS
74 ml Wasser

TBST 10x 100 ml Tris HCI pH 8,3 1M
500 ml NaCl 3M
5 ml Tween 20
395 ml Wasser

TBST 1x 100 ml TBST 10x
900 ml Wasser

Transferpuffer 11.27 g Glycin
20 ml Tris HCI pH 8,3 1M
10 ml 10% SDS-Losung
800 ml Wasser
200 ml Methanol

Trenngel 12 %ig 1,54ml Wasser
490 ul Tris pH6,8 1M
25 ul 10% SDS-Loésung
420 ul Rotiphorese NFAcrylamid/Bis-Losung 30%
2,5 ul TEMED
25 ul 10% APS
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Losungen Zusammensetzung

Tris HCl pH 6,7 1M 12,12 g Tris
100 ml Wasser

Tris HCI pH 6,8 1M 12,12 g Tris
100 ml Wasser

Tris HCI pH 8,3 12,12 g Tris
100 ml Wasser

Tris HCl pH 8,8 1M 12,12 g Tris
100 ml Wasser

2.1.6 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial Hersteller
6-well-Zellkulturplatten zur Verwendung BD Falcon, Heidelberg
mit Einsatzen

Coulter Isoton II diluent Coulter, Krefeld
Einsatze fiir 6-well-Platten, Porengrofle 1 um  BD Falcon, Heidelberg
Eppendorf-Gefafde 1,5 ml Brand, Wertheim
Immobilon-P 0,45 um Millipore, Billerica, USA
Injektionsnadel 1ml Braun, Melsungen
Mitrotiterplatte 96-well Maxisorp NUNC, Langenselbold
Pipettenspitzen 5-10 ul MultiFlex E round tips Sorenson, Salt Lake City, USA
Plastibrand Pipettenspitzen 10 ul Brand, Wertheim
Plastibrand Pipettenspitzen 1000 ul Brand, Wertheim
Plastibrand Pipettenspitzen 200 ul Brand, Wertheim
Zellkulturflaschen T25 BD Falcon, Heidelberg
Zellkulturflaschen T75 BD Falcon, Heidelberg
Zellkulturschalen Nunclon Surface CD35 NUNC, Langenselbold
Zentrifugenrohrchen 15ml TPB Edinburgh, GB
Zentrifugenrohrchen 50ml TPB Edinburgh, GB
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2.1.7 Laborgerate

Gerat

Hersteller

4218D PWR SUPL - BioRad Power

Pac Hight Current
Absorptions-Reader fiir
Mikroplatten EL 808
Analysenwaage H51

BBD 6220 Brutschrank
Biolink-BLX-312 Crosslinker
UV-Bestrahlungsgerat

Elektronisches Dosimeter PTW — SN4

Fotokamera E-330
Paraffinofen UN 30 U8
Heizblock HB-2
Lichtmikroskop BX61

Mini PROTEAN Tetra Systems
Mini Trans-Blot cell
Prazisionswaage
Rontgenrohre Isovolt Titan 320
Rotationsmikrotom RM2235
Slide Drying Benche MH6616
TKA MicroPure

Wasserbad

BioRad, Miinschen

BioTek, Bad Friedrichshall

Sartorius AG, Gottingen
Heraeus, Hanau
Peqglab, Erlangen

PTW-Freiburg, Freiburg

Olympus, Hamburg

Memmert GmbH, Schwabach
Wealtec Corp., Sparks, USA
Olympus, Hamburg

BioRad, Miinschen

BioRad, Miinschen

KERN, Miinschen

GE Inspection Technologies, Ahrensburg
Leica Microsystems, Wetzlar
Electrothermal, Staffordshire UK
TKA (Thermo Electron LED GmbH),
Niederelbert

VWR, Darmstadt

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Fiir alle Versuche mit Mono- oder Co-Kulturen humaner Keratinozyten und Fibroblasten wur-
den normal human epidermal keratinocytes (NHEK) bzw. normal human epidermal fibroblasts
(NHDF) der Firma Lonza verwendet. Es handelt sich sowohl bei NHEK als auch bei NHDF um
primdre Zellen, fiir die der Hersteller unter geeigneten Kulturbedingungen 18 Teilungen garan-
tiert (CPD=18), ohne dass es zu einer Differenzierung der Zellen kommt. Die Zellen wurden
jeweils in dem vom Hersteller empfohlenen Medium (siehe Abschnitt 2.1.2) mit den entspre-
chenden Zuséatzen kultiviert.
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Einsaat und Kultivierung von NHEK bzw. NHDF

Die kryokonservierten Zellen wurden ziigig im Wasserbad aufgetaut und in vorbereitete Zellkul-
turflaschen mit bereits 30 Minuten im Inkubator bei 37°C, 5% CO, und einer Luftfeuchtigkeit
von 95% (Standardbedingungen) dquilibriertem Medium pipettiert. Um die DMSO-Riickstédnde
aus dem Einfriermedium zu entfernen wurde nach der Anheftung der Zellen, ca. 4-6 Stunden
nach der Aussaat, ein Medienwechsel durchgefiihrt. Wahrend der weiteren Kultivierung wurde
das Medium alle 2 Tage durch frisches, vorgewarmtes Medium ersetzt.

Sowohl zur Vervielféaltigung der Zellen als auch zur Aussaat fiir die Co-Kultur wurden die Zellen
passagiert sobald sie einen subkonfluenten Zustand von 70-80 % bedeckter Flache der Kulturfla-
sche erreicht hatten. Fiir die Passage der Zellen wurde das Subkultivierungs-Kit der Firma Lonza
verwendet. Nach dem Abnehmen des Mediums wurde jede zu passagierende T75-Kulturflasche
mit 5 ml HBSS gewaschen um Medienriickstdnde zu entfernen. Danach wurde fiir ca. 6 Minu-
ten mit 3 ml Trypsinlosung inkubiert und das Ablosen der Zellen mikroskopisch iiberpriift. Die
Reaktion wurde mit 6 ml TNS-Losung abgestoppt, die Zellen mit Hilfe einer Glaspipette durch
mehrmaliges Auf-und Abpipettieren vereinzelt und in ein Zentrifugenrohrchen tiiberfiihrt. Aus
dieser Zellsuspension wurden 200 ul entnommen, 1:50 mit isotonischer Losung verdiinnt und
mit Hilfe des Particle Count&Size Analyzer Z® (Coulter) die Zellzahl pro Milliliter bestimmt.
Die restliche Zellsuspension wurde bei 300 g fiir 7 Minuten zentrifugiert, der Uberstand abge-
nommen und die gewiinschte Zellzahl mit dem entsprechenden Volumen vorgewarmten Medi-
um eingestellt. Fiir die Weiterkultivierung und Vervielfaltigung der Zellen wurden jeweils ca.
500.000 Zellen je T75-Kulturflasche ausgeséat. Fiir die Bestrahlung mit Rontgenstrahlung als
auch mit Kohlenstoffionen wurden T25-Kulturflaschen verwendet in die jeweils, abhdngig vom
Untersuchungszeitpunkt 400.000 bzw. 250.000 Zellen ausgesédt wurden. Eine Bestrahlung mit
UV-B ist aufgrund der Absorption der Strahlung durch Polystyrol nur in Kulturschalen ohne De-
ckel moglich. Hierzu wurden je 35 mm Petrischale 100.000 Zellen eingesét.

Kultivierung von NHEK und NHDF in einer Co-Kultur

Um die Zell-Zell-Kommunikation zwischen Fibroblasten und Keratinozyten in die Untersuchun-
gen einzubeziehen wurde ein Co-Kultursystem verwendet, welches diese ermoglicht. Hierfiir
musste ein Medium gefunden werden, welches die Anspriiche beider Zelltypen erfiillt. In Vor-
versuchen im Rahmen einer Bachelorarbeit [43] wurden verschiedene Medien und Medienkom-
binationen getestet. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Co-Kultursystem etabliert, welches eine
1:1 Mischung aus KGM (Lonza) und EMEM als Co-Kultivierungmedium und 6-well-Platten mit
entsprechenden Einsitzen mit einer Grundfldche von je 4,2 cm? und einer Porengréfie von 1
um verwendet. Beide Zelltypen wurden zuerst einzeln in den Inserts bzw. Kavititen einer 6-
well-Platte kultiviert. Fiir die Keratinozyten wurde hierfiir KGM verwendet, fiir die Fibrobalsten
EMEM mit 10 % FCS. Die Fibroblasten wurden in diesem Medium zuerst bis zu einem fast kon-
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fluenten Stadium kultiviert, bevor sie fiir die Co-Kultur verwendet und mit den Keratinozyten
zusammengefithrt wurden.

Zuerst wurden 100.000 Fibroblasten in die Einsitze der 6-well-Platten eingesat. Hierfiir wurden
sowohl in das well als auch in das Insert 2 ml Fibroblastenmedium pipettiert und vor der Einsaat
im Brutschrank dquilibriert. Drei Tage spéter erfolgte die Einsaat der Keratinozyten in weitere 6-
well-Platten, welche 3 ml KGM enthielten. Pro well wurden 75.000 Zellen eingesét. 24 Stunden
spater wurden die beiden Zelltypen zur Co-Kultur zusammengefiihrt indem in die Kavitdten mit
den Keratinozyten 2 ml Co-Kulturmedium pipettiert wurd und die Inserts mit den konfluenten
Fibroblasten eingesetzt wurden. In die Inserts wurden ebenfalls 2 ml Medium pipettiert. Die
Co-Kulturen wurden 24 Stunden nach der Zusammenfiihrung fiir Bestrahlungsexperimente be-
nutzt. Das zahlenméf3ige Verhéltnis von Fibroblasten zu Keratinozyten ist zu diesem Zeitpunkt
ca. 3:1.

2.2.2 Gewebekultur

Um Untersuchungen durchzufiihren, die den Gegebenheiten in der humanen Haut in vivo mog-
lichst nahe kommen, wurden zwei verschiedene Modellsysteme der humanen Haut etabliert.
Einerseits wurden Hautdquivalente EFT400 der Firma MatTek (Ashland) verwendet. Um die in
vivo Situation noch besser widerzuspiegeln, wurde ausserdem im Rahmen einer Kollaboration
mit der Hautklinik Darmstadt humane Haut in vitro als Explantat kultiviert. Hierfiir wurde Haut
verwendet, die bei plastischen Operationen anfiel und nicht mehr fiir den Patienten benétigt
wurde. Die Verwendung der humanen Haut erfolgte nach Zustimmung des Patienten und im
Rahmen des Ethikantrags FF 136/2014 .

Kultivierung des Hautdquivalents EFT400

Die Hautédquivalente befinden sich in entsprechenden Inserts mit einer Membran, welche auch
fiir die weitere Kultivierung verwendet wurden. Zum Transport wurde das Gewebe auf ca. 4°C
gekiihlt und befand sich in Inserts in 6-well-Platten, die mit einem speziellen Nahragar gefiillt
waren. Nach der Ankunft wurden die Hautidquivalente unter sterilen Bedingungen in Kultur
genommen. Hierfiir wurden 6-well-Platten mit jeweils 2,5 ml ASY-Medium bestiickt und die
Hautdquvalente mit ihren Inserts eingesetzt. Die Gewebekulturen wurden im Inkubator unter
Standardbedingungen 16 h &quilibriert. Ein Medienwechsel des kompletten Mediums erfolgte
am Tag der Bestrahlung. Nach der Bestrahlung wurde jeden Tag 1 ml des Mediums abgenom-
men und durch neues, vorgewarmtes MM-Medium ersetzt.

Kultivierung von humaner Haut
Humane Haut, die bei geplanten, notwendigen Eingriffen tibrig blieb und keinerlei Nutzen fiir
den Patienten hatte, wurde nach dessen fiir die in vitro Kultivierung verwendet. Die humane
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Haut wurde im OP unter sterilen Bedingungen in feuchte Gaze gewickelt und in einem Zentri-
fugenrohrchen luftdicht verschlossen transportiert. Das Hautstiick wurde mit Hilfe von Skalpell,
Schere und Pinzette in ca. 0,7x 0,7 cm groRe Quadrate geschnitten. Falls notwendig wurde
vorher Fett und Unterhautgewebe wegprapariert. Das Hautexplantat wurde mit der epiderma-
len Seite nach oben in Inserts platziert. Hierbei war darauf zu achten, dass die dermale Seite
luftblasenfrei auf der Membran auflag und somit in Kontakt mit Medium war. Die Inserts wur-
den in eine 6-well-Platte, in die jeweils 2 ml RPMI-Medium mit 10 % FCS superior und 2 %
Penicillin/Streptomycin pro well vorgelegt wurden eingesetzt und im Inkubator bei Standard-
bedingungen fiir mindestens 16h &dquilibriert.

2.2.3 Bestrahlung

Sowohl die Zellkulturen, als auch die Gewebekulturen wurden mit verschiedenen Dosen bzw. In-
tensitdten Rontgenstrahlung, Kohlenstoffionen oder UV-B-Strahlung bestrahlt. Vor der Bestrah-
lung wurd das Medium von den jeweiligen Kulturen abgenommen und gegen die entsprechende
Menge vorgewédrmtes PBS ersetzt. Das abgenommene Medium wurde bei —80°C eingefroren
und diente als Kontrollmedium vor Bestrahlung. Bei den Co-Kulturen wurden jeweils nur die
Keratinozyten bestrahlt, wahrend die Inserts mit den Fibroblasten in anderen 6-well-Platten mit
PBS gelagert wurden. Gewebekulturen wurden immer von der Epidermisseite bestrahlt. Bei al-
len Bestrahlungen wurden Kontrollen mitgefiihrt, die genau wie die zu bestrahlenden Proben
behandelt wurden, das heil3t ebenfalls fiir die Bestrahlungsdauer in PBS iiberfiihrt und zum
Bestrahlungsplatz transportiert wurden (sham-irradiated). Nach der Bestrahlung erhielten alle
Proben die jeweilige Menge des entsprechenden frischen, vorgewarmten Mediums.

Rontgenbestrahlung

Die Bestrahlung mit Rontgenstrahlung erfolgte an einer Rontgenrohre des Modells 1V320-13
(Seifert, Ahrensburg). Es wurde eine Rohrenspannung von 250 kV, ein Rohrenstrom von 16 mA
und eine Dosisleistung von 1 Gy/min verwendet. Die Proben wurden mit Dosen von jeweils
0,5 Gy, 2 Gy oder 10 Gy bestrahlt, die mit einem elektronischen Dosimeter PTW-SN4 (PTW-
Freiburg, Freiburg) gemessen wurden.

Bestrahlung mit Kohlenstoffionen

Die Bestrahlung mit hochenergetischen Kohlenstoffionen erfolgte am Schwerionensynchrotron
(S1S). Aufgrund der Bauweise des Beschleunigers konnten die Proben hier nur in vertikaler
Position bestrahlt werden. Fiir die Bestrahlung von Zellen wurden T25-Zellkulturflschen ver-
wendet, die fiir die Bestrahlung komplett mit Medium gefiillt wurden. Die Bestrahlung erfolgte
mit einem, auf 10 mm ausgedehnten Bragg-Peak, welcher durch eine Energievariation der Ionen

erzeugt wird. Der Energiebereich lag hierbei zwischen 120 und 135 MeV/u und der LET bei ca.
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100 keV/um. Um die Gewebekulturen in 6-well-Platten fiir die Bestrahlung vertikal aufstellen
zu konnen, wurde in alle wells sterile, mit vorgewarmtem PBS getridnkte Gaze gelegt, auf der
die Membran der Inserts direkt aufsaf3 um die Proben wahrend der Bestrahlungsdauer vor dem
Austrocknen zu schiitzen. Ausserdem wurden die Platten mit Parafilm verschlossen. Die 6-well-
Platten wurden ebenfalls mit einem ausgedehnten Bragg-Peak von 20 mm bestrahlt. Hier lag der
Energiebereich bei 110-145 MeV/u und der LET bei ca. 80-90 keV/um. Einige Experimente mit
humanen Hautdquivalenten wurden aus Griinden der Verfiigbarkeit der Kohlenstoffbestrahlung
in Heidelberg am HIT (Heidelberger Ionenstrahl Therapie) mit den gleichen Betsrahlungsmo-
dalitdten bestrahlt. Da ein Transport der humanen Hautdquivalente aufgrund der Gefahr, dass
Medium auf die apikale Oberfldche des Aquivalents gelangt, nicht méglich ist, wurde die ge-
samte Kultivierung in diesem Fall in einem Labor vor Ort durchgefiihrt.

UV-B-Bestrahlung

Die Bestrahlung mit UV-B erfolgte an einem Biolink-BLX-312 Crosslinker (Peqlab, Erlangen). Das
Gerat enthélt 5 Leuchtstoffrohren, die UV-Licht mit 280 bis 370 nm aussenden und insgesamt
eine Leistung von 109 mJ/cm? pro Minute erbringen. Das Spektrum der Leuchtstoffréhren hat
einen Peak bei einer Wellenldnge von 312 nm und sendet hauptsiachlich UV-B-Strahlung aus. Es
ist aber auch Strahlung mit Wellenldngen gré3er als 320 nm enthalten, dabei handelt es sich um
UV-A-Strahlung. Deren Anteil macht ungefahr 30 % der Gesamtintensitit aus. Da das Polystyrol
der Kulturplatten einen Grol3teil der UV-B-Strahlung absorbieren wiirde, muss die Bestrahlung
ohne Deckel der Kulturschalen bzw. -platten erfolgen. Die Proben wurden mit Intensitidten von
jeweils 15 mJ/cm?, 40 mJ/cm?, 60 mJ/cm? und 100 mJ/cm? bestrahlt.

2.2.4 Probennahme

Probennahme fiir die Herstellung von Proteinlysaten und zur Messung der Zytokinfreisetzung aus
Zellkulturen

Sowohl von Monolayer-Zellkulturen als auch von den Co-Kulturen wurde zu den entsprechen-
den Zeitpunkten nach Bestrahlung Proben fiir die Herstellung von Proteinlysaten und fiir die
Zellzyklusanalyse und zur Messung der Zytokinfreisetzung genommen. Fiir die Herstellung von
Proteinlysaten wurden die Keratinozyten bzw. bei den Co-Kulturen die Keratinozyten und Fi-
broblasten getrennt von einander zuerst mit PBS gewaschen, dann trypsiniert und die Zellzahl
bestimmt. Im Anschluss wurde wie in Abschnitt 2.2.7 beschrieben lysiert. Das Medium der Zell-
kulturen wurde in ein Zentrifugenrohrchen tiberfithrt und fiir 5 Minuten bei 300 g zentrifugiert.
Ca. 1 ml des Uberstandes wurde abgenommen und bei —80°C fiir spitere ELISA-Messungen
gelagert.
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Probennahme fiir Paraffinschnitte, Proteinlysate und Messung der Zytokinfreisetzung aus Gewe-
bekulturen

Sowohl das Hautdquivalent als auch die humane Haut wurden zu entsprechenden Zeitpunkten
nach der Bestrahlung fiir die weitere histologische Aufarbeitung fixiert bzw. fiir die Herstellung
von Proteinlysaten bei —80 °C eingefroren. Hierfiir wurden die Proben unter sterilen Bedingun-
gen aus den Inserts entnommen und mit Hilfe eines Skalpells in 2 ungefiahr gleichgrol3e Teile
geschnitten. Eine Hélfte wurde fiir mindestens 4 Stunden in einer 4 %-igen PFA-Losung fixiert,
die andere Halfte der Probe wurde eingefroren und spéter wie in Abschnitt 2.2.7 beschrieben
lysiert. Bei dem Hautdquivalent war es moglich mit Hilfe von zwei Pinzetten die Epidermis von
der Dermis zu trennen und separat fiir die Lyse zu verwenden. Es wurde ausserdem Medium fiir
die Analyse der Zytokinfreisetzung abgenommen und ebenfalls bei —80 °C gelagert. Explantate
humaner Haut wurden vor dem Zerteilen gewogen, um spater die im ELISA gemessene Zyto-
kinfreisetzung auf das Gewicht der Probe beziehen zu kénnen.

2.2.5 Zellzyklusanalyse zur Bestimmung des Sub-G1-Anteils

Die Zellen wurden wie im vorangegangenen Kapitel beschrieben trypsiniert und gemeinsam mit
dem Wasch-PBS als auch dem Kulturmedium, welches eventuell abgeloste Zellen enthélt, in ein
Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt und zentrifugiert. Das Pellet wurde nach einem Waschschritt in
PBS durch die langsame Zugabe von eiskaltem 70 %-igem Ethanol und die Inkubation fiir 1
h bei 4°C fixiert. Die Farbung der DNA erfolgte durch die Zugabe von 1 ml DAPI-Farbelosung
(2 pg/ml) und einer Inkubation von 30 Minuten im Dunkeln. Danach wurde die Probe zen-
trifugiert, das Pellet in 1 ml PBS aufgenommen und die Suspension in Rundbodenréhrchen
tiberfiihrt. Die Messung erfolgte am Durchflusszytometer (BD FACSCanto®II Flow Cytometry
Sytem) und die anschlieldende Auswertung mit der Software FlowJo 7.6.5. Der Anteil der Zel-
len in der Sub-G1-Phase wurde in das Verhiltnis zur Gesamtzellzahl gesetzt, die Ergebnisse
verschiedener Experimente gemittelt und der Standardfehler bestimmt

2.2.6 Histologie

Paraffinierung und Einbettung

Die Gewebeproben wurden fiir mindestens 4 Stunden bei Raumtemperatur in PFA fixiert und
anschliefend mehrfach in PBS und danach in 70 %-igem Ethanol gewaschen, in dem sie bis zur
Paraffinierung gelagert werden konnten. Anschlielend durchliefen die Proben eine Dehydrie-
rungsreihe (siehe Tabelle 2.1) und wurden anschliel3end fiir insgesamt 4 Stunden in fliissigem
Paraffin inkubiert, damit dieses vollstdndig in die Proben eindringen konnte.
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Tabelle 2.1: Dehydrierung und Paraffinierung von Gewebeproben

Losung Inkubationszeit

Ethanol 95 % uber Nacht
Ethanol 100 %I 90 Minuten
Ethanol 100 % II 90 Minuten

Xylol 1 15 Minuten
Xylol I 15 Minuten
Paraffin I 120 Minuten
Paraffin II 120 Minuten

Nach der Inkubation in Paraffin wurden die Proben in Blockformen ausgerichtet und in Paraffin
gegossen. Nach dem Aushérten wurden die Blocke mit den Proben entsprechend zugeschnitten
und mit fliissigem Paraffin auf spezielle Trager geklebt, um anschliel3end Querschnitte durch
das Gewebe herstellen zu konnen.

Herstellung von Paraffinschnitten

Mit Hilfe eines Rotationsmikrotoms RM2235 (Leica, Wetzlar) wurden von den in Paraffin einge-
betteten Proben 5 um dicke Schnitte angefertigt. Diese wurden zuerst auf 37 °C warmes Wasser
gelegt um eine Streckung des Schnitts zu ermdglichen und anschliel3end auf Objekttréager auf-
genommen. Um eine optimale Anhaftung des Schnittes auf dem Objekttrager zu gewéhrleisten
wurden diese fiir ca. 1 Stunde auf einer Heizplatte bei ca. 37 °C inkubiert. Die Schnitte konnten
danach bei Raumtemperatur gelagert werden.

Deparaffinierung

Sowohl fiir histologische Farbungen, als auch fiir Inmunfarbungen mussten die Schnitte depar-
affiniert und anschlie@end hydriert werden. Hierfiir durchliefen die zu farbenden Schnitte eine
absteigende Ethanolreihe (siehe Tabelle 2.2).

Tabelle 2.2: Deparaffinierung und Hydrierung von Gewebeschnitten

Losung Inkubationszeit
Xylol I 10 Minuten
Xylol 11 10 Minuten

Ethanol 100 % I 5 Minuten
Ethanol 100 % II 5 Minuten
Ethanol 95 % 5 Minuten
Ethanol 70 % 5 Minuten
H,0 5 Minuten
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Hematoxylin-Eosin-Farbung

Um die Morphologie des Gewebes untersuchen zu kénnen, wurde eine Hematoxylin-Eosin-
Farbung angefertigt. Hamatoxylin ist ein saures Farbereagenz und weist bei einem niedrigen
pH-Wert eine positive Ladung auf. Daher farbt es negativ geladene Molekiile innerhalb einer
Zelle, wie beispielsweise das Chromatin im Zellkern, blau an. Eosin hingegen dient als Gegen-
farbung, da es nicht den Zellkern einer Zelle, sondern die Bindegewebsfasern und Bestandteile
des Zytoplasmas pink anfarbt.
Nach der Deparaffinierung und Hydrierung (siehe Tabelle 2.2) der Gewebeschnitte wurden die-
se flir ca. 8 bis 10 Minuten in Hematoxylinlosung nach Mayer inkubiert. Anschlielend wurden
die Schnitte fiir ca. 10 Minuten unter flielendem Leitungswasser gewaschen, was zu einem
pH-Umschlag vom sauren ins neutrale Millieu und so zur dunkelvioletten Farbung des Hema-
toxylins fiihrt. Danach erfolgte ein weiterer Waschschritt in Millipore-Wasser gefolgt von einer
Inkubation fiir ca. 30 Sekunden in Eosin-Losung. Die Schnitte wurden danach zuerst mit 70
%-igem Ethanol abgespiilt und anschlief3end durch Inkubation in einer aufsteigenden Ethanol-
reihe wieder dehydriert (siehe Tabelle 2.3).

Tabelle 2.3: Dehydrierung von Gewebeschnitten

Losung Inkubationszeit

Ethanol 70% 5 Minuten
Ethanol 95% 5 Minuten
Ethanol 100% I 5 Minuten
Ethanol 100% II 5 Minuten
Xylol I 10 Minuten
Xylol II 10 Minuten

Nach der letzten Inkubation in Xylol wurden die Gewebeschnitte mit Eukitt iberschichtet und
mit einem Deckglas moglichst luftblasenfrei eingedeckt. Anschlieend konnte die optische und
statistische Auswertung am Lichtmikroskop erfolgen. Die gefarbten Schnitte konnten bei Raum-
temperatur gelagert werden.

Antikorperfdrbung

Um die Expression von bestimmten Proteine und deren Lokalisierung im Gewebe nachzuwei-
sen, wurden Immunfarbungen mit verschiedenen proteinspezifischen Antikorpern durchgefiihrt.
Dafiir wurden die Schnitte zuerst wie in Tabelle 2.2 beschrieben deparaffiniert und rehydriert.
Nach der Inkubation in Wasser fiir 5 Minuten wurden die Schnitte zuerst fiir 15 Minuten in
Citrat-Puffer dquilibriert und anschlief3end 4 mal fiir jeweils 5 Minuten in der Mikrowelle bei
800 Watt erhitzt um die Demaskierung der Antigene zu gewéhrleisten. Nach dem Abkiihlen
wurden die Gewebeschnitte 3 mal fiir jeweils 5 Minuten in PBS gewaschen und anschlielfend
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in einer Farbebox mit einer 0,3 %-igen H,0,-Losung in PBS iiberschichtet um das Gewebe zu
permeabilisieren. Anschliel3end wurden die Schnitte mit einem Fettstift umrandet, mit Blocklo-
sung, welche Ziegenserum enthalt, iiberschichtet um alle Antikorper-Bindestellen zu besetzen
und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation mit dem,
in Blocklosung verdiinnten Erstantikorper (siehe Tabelle 2.4), der spezifisch an das Zielprotein
bindet tiber Nacht bei 4 °C.

Tabelle 2.4: Erstantikorper fir immunhistochemische Farbungen von Gewebeschnitten

Antikorper Herkunft Spezifitit Verdiinnung
aktive Caspase 3 Kaninchen Mensch, Maus 1:100
Ki 67 Kaninchen Mensch, Maus 1:100
Cytokeratin 10  Maus Mensch, Maus 1:100
E-Cadherin Kaninchen Mensch 1:500
CDla Maus Mensch 1:100

Nach der Inkubation mit dem Erstantikorper wurden die Schnitte drei Mal fiir ca. 10 Minuten
in PBS gewaschen. Der entsprechende biotinylierte Zweitantikorper wurde wie in Tabelle 2.5
angegeben, in Blocklosung verdiinnt und auf die Schnitte aufgetragen. Die Inkubation mit dem
Zweitantikorper erfolgte fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur.

Tabelle 2.5: Zweitantikérper fir immunhistochemische Farbungen von Gewebeschnitten

Antikorper Herkunft Verdiinnung
biotinylierter anti-Kaninchen IgG Ziege 1:100
biotinylierter anti-Maus IgG Pferd 1:100

Danach wurden die Schnitte drei mal fiir ca. 10 Minuten in PBS gewaschen, wahrend in der
Zwischenzeit das ABC-Reagenz wie im Kit beschrieben angesetzt wurde. Dieses wurde fiir 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, damit das Avidin einen Komplex mit der biotinylier-
ten Meerrettichperoxidase bilden konnte. Nach dem Waschen wurde die ABC-Losung auf die
Schnitte pipettiert und fiir 30 Minuten inkubiert. Nach weiteren drei Waschschritten erfolgt die
Detektion mit DAB oder dem ImmPACT®VIP Peroxidase Substrat Kit wie im Kit beschrieben.
Nach dem Abstoppen der Substrat-Reaktion in Wasser erfolgte eine Gegenfarbung mit Hema-
toxylin fiir ca. 8 Minuten. Im Anschluss wurden die Schnitte fiir ca. 10 Minuten unter flieRendem
Leitungswasser gewaschen um einen Umschlag des pH-Werts zu erreichen. Nach 5 Minuten In-
kubation in Millipore-Wasser wurden die Schnitte mit einer aufsteigenden Ethanolreihe wie in
Abschnitt 2.2.6 und Tabelle 2.3 beschrieben dehydriert und anschlielfend mit Eukitt eingedeckt.
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Quantitative Auswertung morphologischer und struktureller Verdnderungen

Anhand der Hematoxylin-Eosin-Farbungen wurden verschiedene morphologische und struktu-
relle Veranderungen der Hautédquivalente quantitativ ausgewertet. Hierfiir wurden pro Objekt-
trager von zwei moglichst weit auseinander liegenden Gewebeschnitten jeweils 10 mikrosko-
pische Aufnahmen mit einem 40x-Objektiv gemacht. Hierbei wurde darauf geachtet, dass das
Gewebe im Sichtfeld immer die gleiche Ausrichtung hatte und Sichtfelder gewahlt wurden, die
nicht zu dicht am Rand des Gewebschnitts lagen. In diesen 20 Aufnahmen pro Probe wurden
jeweils die pyknotischen Kerne in der vitalen Epidermis und im stratum corneum gezahlt und
daraus die durchschnittliche Anzahl an pyknotischen Kernen pro Sichtfeld berechnet. Die Dicke
des stratum corneums und der vitalen Epidermis wurde mit Hilfe des Programms ImageJ gemes-
sen. Die Dicke des stratum corneums wurde in das Verhaltniss zur Dicke der vitalen Epidermis
gesetzt.

Die Struktur und Morphologie der Basalschicht konnte nur semiquantitativ ausgewertet wer-
den. Hierfiir wurde jedes der 20 aufgenommenen Sichtfelder einer Kategorie zugeordnet, indem
uberpriift wurde, ob die Basalzellen palisadenartig, teilweise pflastersteinartig oder im gesam-
ten ausgewerteten Sichtfeld pflastersteinartig angeordnet waren. So konnte fiir jede Kategorie
ein prozentualer Anteil angegeben werden, der die Anzahl der Bilder die dieses Merkmal auf-
weisen widerspiegelt.

Diese Messungen und Analysen wurden fiir mindestens 4 Proben aus 2 unabhéngigen Versuchen
durchgefiihrt (n=4, N=2). Fiir die grafische Darstellung wurden diese 4 Werte gemittelt und
der Standardfehler berechnet.

Quantitative Auswertung der Proliferation

Um die Anzahl an proliferierenden Zellen zu bestimmen, wurde zuerst eine Antikorperfar-
bung mit einem Antikorper gegen den Proliferationsmarker Ki67 durchgefiihrt (siehe Abschnitt
2.2.6). Von diesen Farbungen wurden ebenfalls, wie im vorangegangenen Abschnitt beschrie-
ben, 20 mikroskopische Aufnahmen gemacht. In diesen wurde dann die Anzahl an Basalzellen
und die Anzahl Ki67-positiver Zellen per Hand gezihlt. Anschliefend wurde die Anzahl an Ki67
positiven Zellen pro 100 Basalzellen bestimmt und die Werte der bestrahlten Proben in das Ver-
héltniss zu der entsprechenden Kontrolle gesetzt. Auch hier wurden Mittelwerte aus mindestens
4 Proben aus 2 unabhéngigen Experimenten gebildet und der Standardfehler angegeben.

Quantitative Auswertung der CD1a-positiven Zellen

Um die Anzahl der Langerhanszellen in humaner Haut zu bestimmen, wurde eine Antikorper-
farbung mit einem Antikorper gegen CD1a durchgefiihrt und wie im vorangegangen Abschnitt
beschrieben 20 mikroskopische Aufnahmen gemacht. In diesen Aufnahmen wurde alle Zellen
der vitalen Epidermis und die CD1la-positiven Zellen gezahlt. Aus diesen Werten wurde die
Anzahl CD1a positiver zellen pro 100 Zellen bestimmt und in das Verhéltniss zu dem Wert der
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unbestrahlten Kontrolle gesetzt. Die Ergebnisse der verschiedenen Proben wurden gemittelt und
der Standardfehler bestimmt.

Bestimmung der Position der Langerhanszellen

Aus den 20 mikroskopischen Aufnahmen der Firbung mit dem Antikorper gegen CD1la wur-
den zufallig 5 Stiick ausgewahlt. In diesen wurde die Position von 4 Langerhanszellen ermittelt.
Hierfiir wurde zuerst die Dicke der vitalen Epidermis von der Basalmembran bis zum straum
corneum und dann die Strecke von der Basalmembran bis zur ausgewihlten Langerhanszelle
gemessen. Diese Strecke wurde durch die Dicke der Epidermis geteilt. So erhielt man einen re-
lativen Wert, der die Position der Langerhanszelle in der Epidermis angibt. Um so niher sich die
Zelle am stratum corneums befindet, umso weiter ndhert dich der Wert der Eins an. Grafisch wird
diese Auswertung mit einem Boxplot dargestellt, in den die Werte aller Proben einzeln einflie-
Ben. Es werden der Median, das obere und untere Quartil als auch die Extremwerte dargestellt.

2.2.7 Proteinexpressionsanalyse

Herstellung von Proteinlysaten aus Zellen

Fiir die Herstellung von Proteinlysaten aus Zellen wurde der Lyon-Lyse-Puffer mit der in Ab-
schnitt 2.1.5 beschriebenen Zusammensetzung verwendet. Nach der in Abschnitt 2.2.4 beschrie-
benen Probennnahme befand sich sowohl das Medium, das Wasch-PBS als auch die Zelllsuspen-
sion in einem Zentrifugenrohrchen. Dieses wurde bei 400 g fiir 8 Minuten bei Raumtemperatur
zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und das Pellet mit PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgt
ein weiterer Zentrifugationsschritt. Das Wasch-PBS wurde mit einer Pipette vorsichtig abgenom-
men und verworfen. Je nach GréR3e des Pellets wurde dieses in 30-60 ul Lysepuffer resuspendiert
und die Zellsuspension in ein 1,5 ml Eppendorfgefal {iberfiihrt. AnschlieRend erfolgte die Zell-
lyse fiir 60 Minuten auf Eis. Nach der Hélfte der Inkubationszeit wurde die Zelllyse mechanisch
durch mehrfaches auf- und abziehen mit einer Spritze mit diinner Kaniile unterstiitzt. Zum Ab-
trennen der Zelltrimmer wurde nach der Inkubationszeit bei 13.300 g und 4 °C fiir 20 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurd in neue EppendorfgefiRe iiberfithrt und konnte bei —20°C
gelagert werden.

Herstellung von Proteinlysaten aus Gewebe

Fiir die Herstellung von Proteinlysaten aus Gewebe wurde RIPA-Puffer (siehe Abschnitt 2.1.5)
verwendet. Die Hautproben bzw. Hautdquivalente wurden aufgetaut und mit 200 ul Lysepuf-
fer versetzt. Die Lyse erfolgte mechanisch mit Hilfe eines Pistells wahrend die Proben auf Eis
gelagert wurden. Nach der mechanischen Lyse erfolgte eine Homogenisierung der Proben im
Ultraschallbad fiir zwei Mal 5 Minuten auf hochster Stufe. AnschlielSend wurde bei 13.300 g
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und 4°C fiir 20 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurd in ein neues Reaktionsgefif iiber-
fiihrt und bei —20°C gelagert.

Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentration der Lysate wird mit der Methode nach Bradford bestimmt, da die-
se besonders geeignet ist um eine Konzentrationsbestimmung bei einer groen Probenanzahl
durchzufithren. Die Methode beruht auf der Anderung des Absorptionsbereichs des Farbstoffs
Coomassie Brilliant Blue beim Ubergang vom kationischen in den anionischen Zustand nach
Bindung an Proteine. Da die damit einhergehende Extinktionsdnderung proportional zur Pro-
teinkonzentration ist, kann diese in Kombination mit einer Eichreihe zur Proteinbestimmung
verwendet werden.

Die Proben wurden auf Eis aufgetaut und 1:200 mit RIPA-Puffer verdiinnt. Fiir die Eichgera-
de wurde eine Verdiinnungsreihe aus Rinderserumalbumin (BSA) mit RIPA-Puffer hergestellt,
deren Konzentrationen von 5 ug/ml bis 40 ug/ml reichten. Jeweils 50 ul des RIPA-Puffer als
Blank, der Standardreihe als auch der verdiinnten Proben wurden in Doppelbestimmung in
die entsprechenden wells einer 96-well-Platte pipettiert. Fiir die Detektion wurde das fer-
tige Bradford-Reagenz Roti-Quant der Firma Roth verwendet, welches 2 Teile zu 5 Teile mit
Millipore-Wasser verdiinnt wurde. In jedes well werden 200 ul der Farbelosung pipettiert und
auf dem Schiittler fiir 10-15 Minuten inkubiert. Die Messung erfolgte bei 540 nm. Mit Hilfe der
erhaltenen Absorptionswerte fiir die Standardreihe wurde eine Eichgerade erstellt, mit deren
Steigung und unter Beriicksichtigung der jeweiligen Verdiinnung konnte die Proteinkonzentra-
tion der einzelnen Proben bestimmt werden.

Gelelektrophorese und Western Blot

Mit Hilfe der SDS-Gelelektrophorese konnen Proteine aufgetrennt werden. Die Laufgeschwin-
digkeit der einzelnen Proteine ist einerseits abhidngig von Grofle und Ladung, andererseits aber
auch vom Vernetzungsgrad des Gels. Fiir die Auftrennung von Proteinen mit einem Molekular-
gewicht zwischen 15 und 120 kDa wurden in dieser Arbeit 12%ige SDS-Trenn-Gele verwendet.
Das Sammelgel hat mit 3,2 % einen wesentlich geringeren SDS-Anteil und dient zum Sammeln
der Probe und der Bildung einer einheitlichen Lauffront. Sowohl fiir das Gie3en der Gele als
auch fiir die anschliefende Elektrophorese wurde das Mini-PROTEAN Tetra System von Biorad
verwendet.

Aus den im Bradford bestimmten Proteinkonzentrationen wurde das fiir 15 ug Protein beno-
tigte Volumen bestimmt und im Verhaltnis 1:2 mit SDS-Proben-Puffer versetzt. Dieser enthélt
sowohl f3-Mercaptoethanol, was sowohl die im Protein vorkommenden Disulfidbriicken spaltet,
als auch Sodium-Dodecylsulfat, was dafiir sorgt, dass alle Proteine negativ geladen sind. Die mit
Proben-Puffer gemischten Proben wurden bei 90 °C fiir 10 Minuten im Heizblock inkubiert und
dadurch vollstdndig denaturiert. Die Proben wurden auf Eis abgekiihlt und auf das Gel aufge-
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tragen. Zur spateren Bestimmung der Grol3e der Proteine wird ein Marker ebenfalls auf das Gel
aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte je nach Anzahl der Gele bei einer Stromstarke von
16-55 mA (120-60 V) fiir circa 1,5 Stunden.

Fiir den Transfer der Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran wurde das Mini Trans-
Blot System von Biorad verwendet. Die Membran wurde zuerst fiir 15 Sekunden in Methanol
aktiviert, mit TBST-Puffer gewaschen und dann auf das Gel gelegt. Gel und Membran wurden
zwischen TBST-Puffer getrdnkten Schwammen und Filterpapier platziert und in die Transferap-
paratur eingebaut. Der Transfer selbst erfolgte bei einer konstanten Stromstirke von 400 mA
(ca. 90 V) fiir 2 Stunden im Kiihlschrank bei 4 °C.

Antikorperfdrbung der Membran und Detektion

Nach dem Transfer wurde die Membran iiber Nacht bei 4°C in 5 %-igem Blockingpuffer in-
kubiert, um alle freien Bindestellen zu besetzen und die unspezifische Antikérperbindung zu
minimieren. Die Membranen wurden entsprechend der zu detektierenden Proteine horizon-
tal geschnitten. Die Membranteile wurden in eine Petrischale gelegt, mit dem in Blocklosung
verdiinnten Erstantikorper (siehe Tabelle 2.6) {iberschichtet und fiir 2 Stunden bei Raumtem-
peratur inkubiert.

Tabelle 2.6: Erstantikorper fur die Detektion von Proteinen im Westernblot

Antikorper Herkunft Verdiinnung erwartete Bande (kDa)

Caspase 3  Kaninchen 1:100 35 kDa (ungeschnitten)

17 und 19 kDa (geschnitten)
PARP Kaninchen 1:1.000 116 kDa (ungeschnitten)

89 kDa (geschnitten)
Tubulin Maus 1:4.000 50 kDa

Nach der Inkubation mit dem Erstantikorper wurde die Membran drei Mal fiir jeweils 5 Minu-
ten in TBST-Puffer gewaschen. Anschliel3end erfolgte die Inkubation mit dem HRP-gekoppelten
Zweitantikorper fiir eine Stunde bei Raumtemperatur. Dieser wurde ebenfalls in Blocklosung
verdunnt (siehe Tabelle 2.7).

Tabelle 2.7: Zweitantikorper fir die Detektion von Proteinen im Westernblot

Antikorper Herkunft Verdiinnung
Mouse IgG HRP-linked Schaf 1:10.000
Rabbit IgG HRP-linked Esel 1:10.000
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Nach der Inkubation mit dem Zweitantikorper wurde die Membran wieder drei Mal fiir 5 Minu-
ten in TBST gewaschen. Zur Detektion wurde Pierce ECL Plus verwendet, ein Acridan-basiertes
chemilumineszentes Substrat der Meerrettichperoxidase welches sowohl zur Detektion mit ei-
nem Rontgenfilm als auch einer CCD-Kamera geeignet ist. Das Substrat reagiert mit der Meer-
rettichperoxidase zu Acridinium-Estern welche wiederum mit Peroxid reagieren und ein bis zu
2 Stunden stabiles Chemilumineszenz-Signal erzeugen. Die Membran wurd fiir 5 Minuten mit
ECL-Losung inkubiert, in eine Folie eingeschweisst und mit einem Rontgenfilm detektiert.

2.2.8 Messung der Zytokinfreisetzung mit ELISA

Um Zytokine zu detektieren, die von Zellen oder von Gewebe ins Medium abgegeben wur-
den, wurde ein enzymgekoppelter Inmuntest gegen verschiedene Zytokine durchgefiihrt. Hier-
fiir wurde entweder das ELISA Ready-SET-Go!™oder das Platinum-ELISA Kit der Firma eBios-
cience verwendet und entsprechend dem jeweiligen Datenblatt durchgefiihrt. Prinzipiell beruht
der verwendete ELISA-Test auf Antigen-Antikorper-Wechselwirkungen und eine anschliel3ende
Farbreaktion. Das zu detektierende Zytokin bindet an den sogenannten Fanger-Antikorper, mit
dem der Boden einer 96-well-Platte beschichtet wurde. Im néchsten Schritt bindet ein bioti-
nylierter Antikorper an eine andere Doméine des zu detektierenden Zytokins. An das Biotin
dieses Antikorpers bindet hochaffin ein HRP-gekoppeltes Streptavidin und bildet einen stabilen
Komplex. Das zugegebene Substrat Tetramethylbenzidin (TMB) wird durch die Meerrettichper-
oxidase oxidiert, wobei ein blauer Farbstoff entsteht welcher proportional zu der urspriinglich
vorhandenen Zytokinkonzentration ist. Die Reaktion wird mit Schwefelsdure abgestoppt wobei
es zu einem Farbumschlag von blau zu gelb kommt. Die Absorption kann im ELISA-Reader bei
450 nm gemessen werden. Durch das mitfithren einer Standardreihe mit bekannten Zytokin-
konzentrationen und eines Blanks kann eine Standardkurve ermittelt werden anhand derer die
jeweiligen Zytokinkonzentrationen der Proben errechnet werden konnen. Fiir Mono- und Co-
Kulturen wurden die Zytokinkonzentrationen jeweils auf 10.000 Zellen normiert. Bei humanen
Hautexplantaten wurde auf das Gewicht des Hautexplantats normiert, wahrend durch die stan-
dardisierte Grolde der Hautdquivalente keine Normierung notwendig war. Die Zytokinkonzen-
trationen der bestrahlten Proben wurden fiir jeden Versuch auf die entsprechenden Kontrollen
bezogen. Diese Werte wurden dann gemittelt und ein Standardfehler berechnet.
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3 Ergebnisse

In dieser Arbeit sollten die Effekte von ionisierender Strahlung, insbesondere von geringen Do-
sen Rontgenstrahlung und Kohlenstoffionen, auf humane Haut untersucht werden. Die zentrale
Fragestellung war hierbei, ob es fiir die Bestrahlung mit geringen oder fraktionierten Rontgen-
und Kohlenstoffdosen einen spezifischen Effekt gibt, welcher die anti-inflammatorische Wirkung
von Niedrigdosisbestrahlung erkldaren kann. Als Referenzstrahlung, fiir die am ehesten Vergleich-
werte in der Literatur zu finden sind, wurde UV-B-Strahlung verwendet. Um diese Fragestellung
moglichst genau untersuchen zu konnen, wurden Modellsysteme verschiedener Komplexitat
verwendet. Das einfachste Kultursystem stellen primire Keratinozyten als Monokulturen dar.
Als komplexeres System wurde eine Co-Kultur aus priméaren Keratinozyten und priméren Fibro-
blasten und schlief3lich ein humanes, dreidimensionales Hautdquivalent verwendet. Ausserdem
wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Kultursystem fiir humane Haut etabliert.

3.1 Monokulturen primérer Keratinozyten

Die ersten Versuche dieser Arbeit wurden mit einem Modellsystem geringer Komplexitat, mit
Monokulturen primérer Keratinozyten (NHEK), durchgefiihrt.

3.1.1 Apoptose und Nekrose

Da apoptotische Zellen sowohl durch das Fehlen pro-inflammatorischer Signale, aber auch durch
die aktive Freisetzung anti-inflammatorischer Faktoren einer Entziindungsreaktion entgegen
wirken konnen [44] [45], wurde zuerst untersucht, ob und in welchem Ausmalf’ Apoptose
nach den verschiedenen Bestrahlungsarten vorkommt. Hierfiir wurde die Expression der Pro-
teine PARP und Caspase 3 mit Hilfe von Western Blot untersucht. Caspase 3 liegt in vitalen
Zellen in inaktiver, das heisst ungespaltener, Form vor und hat ein Molekulargewicht von ca.
36 kDa. In apoptotischen Zellen wird tiiber extrinsische und intrinsische Signalwege die kata-
lytische Spaltung des Proteins in eine 19 und eine 17 kDa grof3e Untereinheit aktiviert. Aus
mehreren dieser Untereinheiten kann sich dann das aktive Heterotetramer bilden, welches eine
wichtige Rolle im weiteren apoptotischen Signalweg spielt. Das Vorkommen der 19 und 17 kDa
grof3en Untereinheiten gilt als sicheres Zeichen fiir Apoptose [36] und kann neben der nicht-
aktiven Caspase 3 ebenfalls im Western Blot detektiert werden.

PARP ist ein 116 kDa schweres Protein, welches eine wichtige Rolle in der DNA-Reparatur spielt,
da es Einzelstrangbriiche detektiert und markiert. Ist die Zelle allerdings apoptotisch, wird PARP
von der aktivierten Caspase 3 gespalten und dadurch inaktiv. So wird verhindert, dass Energie in
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die Reparatur von DNA-Schiden investiert wird, obwohl in der Zelle bereits Apoptose eingeleitet
wurde. Die aktivierte Caspase 3 spaltet PARP in ein 27 und ein 89 kDa grol3es Fragment, wel-
ches im Western Blot detektiert werden kann. Da die Spaltung von PARP im Apoptose-Signalweg
nach der Aktivierung der Caspase 3 erfolgt, gilt das Vorkommen des 89 kDa Fragments ebenfalls
als ein sicheres Zeichen fiir eine bereits eingeleitete Apoptose [36].

Fiir alle hier gezeigten Western Blots wurde eine Positivkontrolle mitgefiithrt um zu zeigen, dass
mit den verwendeten Antikorpern und dem verwendeten Protokoll die entsprechenden Frag-
mente von Caspase 3 und PARP nachgewiesen werden konnten. Als Postivkontrolle wurden
Lysate von HaCaT-Zellen 5 Tage nach Bestrahlung mit 10 Gy Rontgenstrahlung verwendet. In
allen Blots sind in den Positivkontrollen jeweils deutlich Banden zu erkennen, die aufgrund ih-
rer Lauthohe dem 89 kDa schweren Proteinfragment von PARP als auch den 17 und 19 kDa
schweren aktiven Untereinheiten von Caspase 3 zuzuordnen sind (Abbildungen 3.1, 3.2 und
3.3). Als Ladekontrolle wurde a-Tubulin verwendet. Da von allen Proben eine identische, mit
Hilfe eines Bradford-Tests bestimmte Proteinmenge aufgetragen wurde, geht man davon aus,
dass die a-Tubulin Menge in allen Proben gleich ist und somit alle entsprechenden Banden die
gleiche Intensitit haben. Die hier gezeigten Blots wurden mit Hilfe eines Rontgenfilmes detek-
tiert und sind fiir quantitative Auswertungen nicht geeignet, da man mit dieser Methode keine
Aussage tliber die Sattigung der Banden treffen kann. Die Detektion mit einem Rontgenfilm ist
jedoch eine sehr sensitive Methode, die fiir die qualitative Aussage, ob die beiden Spaltprodukte
der Proteine PARP und Caspase 3 vorhanden sind, geeignet ist.

Sowohl nach der Bestrahlung mit Rontgenstrahlen mit Dosen von bis zu 10 Gy, als auch nach
der Bestrahlung mit Kohlenstoffionen mit Dosen von bis zu 2 Gy kann zu verschiedenen Zeit-
punkten nach der Bestrahlung weder aktivierte Caspase 3 noch das PARP-Fragment detektiert
werden (Abbildunge 3.1 und 3.2). Auch die gleichméRigen Banden, die aufgrund ihrer Grofde
den ungespaltenen Proteinen PARP bzw. Caspase 3 zuzuordnen sind, geben keinen Hinweis dar-
auf, dass ein Teil des Proteins gespalten wurde.

Bereits 12 h nach der Bestrahlung mit UV-B kann bei Intensitidten von 40 und 60 mJ/cm? ge-
spaltenens PARP als auch aktivierte Caspase 3 nachgewiesen werden (Abbildung 3.3). Es sind
deutliche Banden zu erkennen, die aufgrund ihrer Laufhohe den entsprechenden PARP- und
Caspase 3-Fragmenten zugeordnet werden konnen. Die Banden, die das jeweilige ungespaltene
Protein reprisentieren nehmen in ihrer Intensitdt ab. 72 Stunden nach der Bestrahlung sind
bei den Proben, die mit einer Intensitit von 60 mJ/cm? bestrahlt wurden, keine Banden mehr
sichtbar. Dies kann darauf hindeuten, dass die meisten Zellen apoptotisch waren, der Prozess
der Apoptose jedoch schon abgeschlossen und alle Proteine degradiert sind.
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Abbildung 3.1:

Abbildung 3.2:
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Westernblotanalyse der Expression von Caspase 3 und PARP in NHEK-
Monokulturen nach der Bestrahlung mit 0; 2 und 10 Gy Réntgenstrahlung; repra-
sentativer Western Blot aus N=3 unabhangigen Versuchen; PK=Positivkontrolle,
fl=ungespaltenes Protein, cI=Proteinfragment, M=Marker
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Westernblotanalyse der Caspase 3 und PARP-Expression von NHEK-
Monokulturen nach der Bestrahlung mit 0; 0,5 und 2 Gy Kohlenstof-
fionen; reprasentativer Western Blot aus N=3 unabhdngigen Versuchen;
PK=Positivkontrolle, fl=ungespaltenes Protein, cI=Proteinfragment, M=Marker
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Abbildung 3.3: Westernblotanalyse der Caspase 3 und PARP-Expression von NHEK-
Monokulturen nach der Bestrahlung mit 15; 40 und 60 mJ/cm? UV-B-
Strahlung; reprasentativer Western Blot aus N=3 unabhangigen Versuchen;
PK=Positivkontrolle, fl=ungespaltenes Protein, cI=Proteinfragment, M=Marker

Eine weitere Methode um das Vorkommen von apoptotischen Zellen zu bestimmen ist die Ana-
lyse der Sub-G1-Zellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie. Apoptotische Zellen haben einen
geringeren DNA-Gehalt als vitale Zellen, die sich in der G1, S oder G2 Phase des Zellzyklus be-
finden und weisen daher eine geringere Fluoreszenzintensitdt nach der Farbung mit DAPI auf.
Dies kann vom Durchflusszytometer detektiert und im Verhaltniss zur gemessenen Gesamtzell-
zahl angegeben werden (Abbildung 3.4).

Die Quantifizierung des Anteils der Sub-G1-Zellen bestétigt das Ergebnis des Western Blots,
dass nach der Bestrahlung mit Rontgenstrahlen und Kohlenstoffionen keine apoptotischen Zel-
len vorhanden sind. Der Anteil der Zellen mit Sub-G1-DNA-Gehalt liegt zu allen Zeitpunkten
bei weit unter 5 % und zeigt nach der Bestrahlung keine signifikanten Anderungen im Vergleich
zu den Kontrollen. Nach der Bestrahlung mit UV-B zeigt sich nach 40 und 60 mJ/cm? ein im
Vergleich zu den Kontrollen, deutlich erhohter Anteil an apoptotischen Zellen. Dieser Effekt ist
bereits 24 h nach Bestrahlung zu erkennen, wird im Laufe der Kultivierung deutlicher und liegt
bei ca. 20% .
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Abbildung 3.4: Sub-G1-Analyse von NHEK-Monokulturen nach der Bestrahlung mit Réntgen-
strahlen, Kohlenstoffionen und UV-B-Strahlung. Angegeben ist der prozentua-
le Anteil der Zellen in Sub-G1 bezogen auf die gemessene Gesamtzellzahl; N=3,
n=4; SEM; p < 0,05=*, p < 0,01=**, p < 0,001=***

Neben Apoptose, dem programmierten Zelltod, kann es nach Bestrahlung auch zu Nekrose kom-
men. Diese Form des spontanen Zelltodes lauft unkontrolliert ab. Der Zellinhalt wird freigesetzt,
was einen pro-inflammatorsichen Effekt hervorruft [36]. Das high mobility group 1 (HMGBI1)
protein ist in intakten Zellen ein Faktor, welcher wahrend der Interphase und der Mitose an
das Chromatin bindet, an der DNA-Organisation und an der Regulierung der Transkription
beteiligt ist. Da die Bindung an das Chromatin nicht sehr stabil ist, wird HMGB1, sobald die
Membranintegritat verloren geht, sehr schnell in das Medium freigesetzt. Kann das Protein in
Medieniiberstinden gemessen werden, gilt dies als sicheres Zeichen fiir das Auftreten von Ne-
krose [46].
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In Medieniiberstinden von Monokulturen primérer Keratinozyten wurde die Freisetzung von
HMGBI1 24 h nach der Bestrahlung mittels ELISA gemessen (Abbildung 3.5). Nach der Bestrah-
lung mit Rontgenstrahlung und Kohlenstoffionen kann keine deutliche Erh6hung der HMGB1-
Freisetzung gemessen werden. Nach der Bestrahlung mit UV-B kommt es bei Intensititen von
40 mJ/cm? zu einer Vervierfachung der HMGB1-Freisetzung. Zu diesem Zeitpunkt und nach der
Bestrahlung mit dieser Intensitdt kommt es bei einem Teil der Zellen zur Ablosung vom Boden
der Zellkulturflasche, was ebenfalls darauf hinweist, dass diese Zellen nekrotisch sind.
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Abbildung 3.5: Freisetzung des Nekrose-Markers HMGB1 nach Bestrahlung von primaren Kera-
tinozyten in Monokulturen, gemessen mit Hilfe eines ELISA-Tests. Dargestellt ist
die HMGB1-Freisetzung bezogen auf die Kontrolle mit der jeweiligen Standard-
abweichung; N=2; n=2; SEM, p < 0,05=*, p < 0,01=**

3.1.2 Zytokinfreisetzung

Neben apoptotischen und nekrotischen Zellen kann auch eine direkt strahleninduziert veran-
derte Zytokinfreisetzung einen pro- oder anti-inflammatorischen Effekt hervorrufen. Deshalb
wurde in Medieniiberstinden die Freisetzung typischer pro- (IL-lalpha, IL-2, IL-6, IL-8) und
anti (IL-10, IL-13, TGF-beta)-inflammatorischer Zytokine mit Hilfe eines ELISA-Tests gemessen.

64



Die beiden anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und IL-13 konnten in den Uberstinden nicht
nachgewiesen werden. Fiir IL-6 und IL-8 konnte in den Kontrollen keine Freisetzung detektiert
werden, wahrend fiir die bestrahlten Proben eine dosisabhédngig ansteigende IL-6-Freisetzung
gemessen und die IL-8-Freisetzung nach der Bestrahlung mit 40 mJ/cm? induziert werden konn-
te. Da diese Messwerte jedoch nicht auf die Freisetzung der Kontrollen bezogen werden konnen,
sind sie in den folgenden Grafiken nicht beriicksichtigt. Dies zeigt allerdings, dass die IL-6- und
IL-8-Freisetzung von Keratinozyten durch Bestrahlung induziert werden kann. Dieser Effekt ist
fiir die UV-B Bestrahlung starker ausgepragt. In Abbildung 3.6 sind die Zytokinfreisetzungen
fiir IL-1alpha, IL-2 und TGF-beta, normalisiert auf die Kontrolle, aufgetragen. Nach Rontgen-
strahlung ist nach 0,5 Gy fiir IL-1alpha eine leicht, aber signifikant niedrigere Freisetzung zu
erkennen, nach 2 und 10 Gy bleibt die Freisetzung der Kontrolle gegeniiber unverdndert. Die
IL-2-Freisetzung nimmt fiir Dosen bis 2 Gy zu, wahrend sie nach einer Bestrahlung mit 10 Gy
jedoch der Kontrolle entspricht. Fiir die TGF-beta-Freisetzung ist ein dosisabhédngiger Anstieg
bis auf das 6-fache des Kontrolllevels bei 10 Gy zu beobachten. Nach der Bestrahlung mit UV-B
Strahlung ist tendenziell eine Abnahme fiir die hier gemessenen Zytokine zu beobachten, aller-
dings ist diese nicht sehr ausgepragt.
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Abbildung 3.6: Freisetzung von pro- (IL-1alpha, IL-2) und anti- (TGF-beta1) inflammatorischen
Zytokinen von primaren Keratinozyten nach der Bestrahlung mit Rontgen- und
UV-B-Strahlung; dargestellt ist die jeweilige Freisetzung des Zytokins bezogen
auf die Kontrolle; N=2, n=3; SEM, p < 0,05=*
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3.2 Co-Kulturen aus priméaren Keratinozyten und Fibroblasten

Die Co-Kultivierung von Keratinozyten und Fibroblasten ermoglicht es, Versuche unter Bedin-
gungen durchzufiihren, die einem Gewebe dhnlicher sind als Monokulturen. Durch die rdaum-
liche Néhe ist die Kommunikation der beiden Zelltypen iiber die Freisetzung von Zytokinen in
das Medium moglich. Es ist allerdings zu beachten, dass sich die beiden co-kultivierten Zelltypen
nicht in einer dreidimensionalen Umgebung befinden und daher die Bedingungen, wie sie in ei-
nem Gewebe herrschen, nur bedingt wiedergegeben werden. Ausserdem muss bedacht werden,
dass aus technischen Griinden in den Co-Kulturen deutlich mehr Fibroblasten vorhanden sind,
als es in einem Gewebe der Fall ist. In den Co-Kulturen ist das Verhéltnis von Fibroblasten zu
Keratinozyten ca. 3:1, wiahrend in der humanen Haut oder dem Hautédquivalent die Fibroblas-
ten deutlich in der Unterzahl sind. Aus Griinden der Verfiigbarkeit wurden mit den Co-Kulturen
keine Experimente mit Kohlenstoffbestrahlung durchgefiihrt.

3.2.1 Apoptose und Nekrose

Um aktivierte Caspase 3 und PARP die auch hier als Apoptosemarker dienten, zu detektieren
wurden die Keratinozyten und Fibroblasten aus einer Probe getrennt voneinander lysiert und
fiir einen Western Blot verwendet. Sowohl nach UV-B als auch nach Rontgenstrahlung konnte
keine aktivierte Caspase 3 detektiert werden (Abbildung 3.7).

Wie auch in den NHEK-Monokulturen wurde das Auftreten von Nekrose durch die Messung
der Freisetzung des Proteins HMGB1 mit Hilfe eines ELISA-Tests gemessen (Abbildung 3.8).
Sowohl nach der Bestrahlung mit Rontgenstrahlung als auch mit UV-B-Strahlung kommt es zu
einer leichten Erhohung der HMGB1-Freisetzung ins Medium. Dieser Anstieg liegt jedoch deut-
lich unter einem Faktor von zwei und kann deshalb vernachlassigt werden. Dies wird durch den
Vergleich der Absolutwerte fiir die HMGB1-Freisetzung der Kontrollen der Monokulturen mit
denen der Co-Kulturen deutlich (Abbildung 3.9), denn in den Monokulturen wird im Vergleich
zu den Co-Kulturen ungeféhr die fiinffache Menge an HMGB1 pro 10000 Zellen freigesetzt.
Selbst wenn man davon ausgehen wiirde, dass das in den Co-Kulturen gemessene HMGB1 aus-
schlief3lich von den Keratinozyten freigesetzt wird und man das Verhéltniss von Keratinozyten
zu Fibroblasten berticksichtigt, miissten in den Co-Kulturen ca. 8 pg/10.000 HMGB1 gemessen
werden. Die Messung zeigt jedoch eine deutlich geringere Freisetzung der Co-Kulturen, was
darauf hinweist, dass es sich hierbei um einen Effekt handelt, der durch die Kommunikation

von Keratinizyten und Fibroblasten induziert wird.
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Abbildung 3.7: Westernblotanalyse der Caspase 3-Expression von Co-Kulturen aus Keratinozyten
und Fibroblasten nach der Bestrahlung mit 0,5 Gy, 2 Gy und 10 Gy Rontgenstrah-
lung bzw. 15 und 40 mJ/cm? UV-B- Strahlung; reprasentativer Western Blot aus
N=3 unabhangigen Versuchen
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Abbildung 3.8: Messung der Freisetzung des Nekrose-Markers HMGB1 nach Bestrahlung von Co-
Kulturen primarer Keratinozyten (NHEK) und Fibroblasten (NHDF) mit Hilfe eines
ELISA-Tests; dargestellt ist die HMGB 1-Freisetzung bezogen auf die Kontrolle mit
der jeweiligen Standardabweichung; p < 0,05=*; N=2; n=2
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Abbildung 3.9: Vergleich der absoluten HMGB1-Freisetzung der Kontrollen von Monokulturen
primarer Keratinozyten (NHEK) und Co-Kulturen aus primaren Keratinozyten
und Fibroblasten; dargestellt ist die HMGB1-Freisetzung in pg pro 10000 Zellen
mit dem jeweiligen Standardfehler; N=3; n=4; p < 0,05=*, p < 0,01=**

3.2.2 Zytokinfreisetzung

Um herauszufinden, ob die Kommunikation zwischen den beiden Zelltypen der Co-Kultur wie
erwartet stattfindet, wurde die Freisetzung der beiden Zytokine IL-1alpha und TGF-beta genau-
er untersucht (Abbildung 3.10). Es ist beispielsweise bekannt, dass TGF-beta in Monokulturen
von priméren Fibroblasten in gro3en Mengen exprimiert wird, in Co-Kulturen aus Fibroblasten
und Keratinozyten jedoch stark herunterreguliert ist [15] . IL1-alpha wird ebenfalls in Mono-
kulturen aus Fibroblasten oder Keratinozyten in grof3eren Mengen freigesetzt als dies fiir die
Co-Kultur aus beiden Zelltypen der Fall ist [47]. Es wird hier davon ausgegangen, dass sich die
Expressionen der beiden Zytokine in der Co-Kultur gegenseitig regulieren. Um dies auch fiir das
hier verwedete Kultursystem zu bestatigen wurde die Freisetzung von IL-1alpha und TGF-beta
jeweils in Monokulturen von priméren Keratinozyten und Fibroblasten als auch in Co-Kulturen
aus diesen beiden Zelltypen gemessen und jeweils auf 10.000 Zellen bezogen.

Hierbei wird deutlich, dass insbesondere die TGF-beta-Freisetzung, welche in Monokultu-
ren von Fibroblasten sehr deutlich ausgepragt ist (Abbildung 3.10), in Co-Kulturen deutlich
niedriger ist. Berticksichtigt man das Verhiltnisses von Keratinozyten und Fibroblasten in den
Co-Kulturen und nimmt an, dass es zu keiner Kommunikation zwischen den beiden Zelltypen
kommt, miisste die TGF-beta-Freisetzung rein rechnerisch deutlich hoher liegen. Auch bei der
IL-1alpha-Freisetzung ist ein dhnlicher Effekt zu beobachten. Die Freisetzung des Zytokins liegt
bei den beiden Monokulturen jeweils deutlich hoher als in der Co-Kultur, bei der man rechne-
risch eine Aufaddierung der beiden Zytokinmengen, unter Beriicksichtigung des zahlenmaligen
Verhiltnisses der Fibroblasten zu den Keratinozyten von 3:1, erwartet hétte.

Die Zytokinfreisetzung der Co-Kulturen wurde auch nach Bestrahlung untersucht (Abbildung
3.11). Nach der Bestrahlung mit Rontgenstrahlen kommt es bei den pro-inflammatorischen Zy-

68



IL-1alpha Freisetzung TGF-beta Freisetzung

40

D24h c24h

@48 h

35 1 @48 h

W
w A

30 -

\N
%]

25

20

L
n

15

10

pg/ 10.000 unbestrahlte Zellen
N
pg/ 10.000 unbestrahlte Zellen

5
e I -

Monokultur Monokultur Co-Kultur Monokultur Monokultur Co-Kultur
NHEK NHDF NHEK NHDF

o
o v .

Abbildung 3.10: IL-1alpha und TGF-beta Freisetzung von Monokulturen primarer Keratinozyten,
primarer Fibroblasten und Co-Kulturen aus diesen beiden Zelltypen; gezeigt
sind die absoluten Werte der Kontrollen; N=2; n=3

tokinen IL-6 und IL-8 zu einer dosisabhéngigen Erhohung, wéahrend bei IL-1alpha und IL-2 eine
Erhohung nur fiir eine Dosis von 2 Gy auftritt, bei 10 Gy jedoch die Freisetzung den Kontrol-
len entspricht. Die TGF-beta Freisetzung zeigt hingegen nach der Bestrahlung mit Rontgen-
strahlung einen Trend zur Abnahme. Dieses Muster der Zytokinfreisetzung entspricht nach der
Bestrahlung mit Rontgenstrahlung ungefidhr dem der Keratinozyten-Monokulturen. Eine Aus-
nahme stellt hier die TGF-beta-Freisetzung dar, die in den Monokulturen nach der Bestrahlung
im Vergleich zu den Kontrollen eher angestiegen ist, wiahrend sie in den Co-Kulturen unveran-
dert bleibt oder einen Trend zur Abnahme zeigt.

Nach der Bestrahlung mit UV-B kommt es ebenfalls zu einer Erhéhung der IL-6- und IL-8-
Freisetzung, die sehr viel deutlicher ausgepragt ist als nach der Bestrahlung mit Rontgenstrah-
lung. Nach einer héheren Intensitit von 60 mJ/cm? kommt es bei IL-6 zu einer 15-fachen, bei
IL-8 zu einer circa 35-fachen Erhohung im Vergleich zur Kontrolle. Die IL-1alpha-Freisetzung ist
ebenfalls nach einer hohen Intensitdt erhéht, wiahrend die IL-2-Freisetzung unverdndert bleibt.
Das anti-inflammatorische Zytokin TGF-beta bleibt ebenfalls unverdndert, bzw. es nimmt fiir ei-
ne mittlere Intensitit von 15 mJ/cm? ab. Eine Freisetzung der anti-inflammatorischen Zytokine
I1-10 und IL-13 konnte, wie auch in den Monokulturen mit der hier verwendeten ELISA-Technik
nicht nachgewiesen werden. Die Verdanderungen der I1-6, IL-8 und Il-2 Freisetzungen sind ver-
gleichbar zu denen in den Monokulturen, wahrend die IL1-alpha-Freisetzung in den Co-Kulturen
nach der Bestrahlung eher einen Anstieg zeigt und die TGF-beta-Freisetzung abnimmt.
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Abbildung 3.11: Freisetzung von pro- (IL-1 alpha, IL-2, IL-6, IL-8) und anti- (TGF-beta1) inflamma-
torischen Zytokinen von Co-Kulturen aus primaren Keratinozyten und Fibroblas-
ten nach der Bestrahlung mit Rontgen- und UV-B-Strahlung; dargestellt ist die
jeweilige Freisetzung des Zytokins bezogen auf die Kontrolle; N=3, n=4; SEM; p
<0,05=* p <0,01=**
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3.3 Humanes Hautaquivalent EFT400

Als komplexeres, gewebedhnlicheres Kultursystem wurde fiir weitere Versuche ein humanes
Vollhautdquivalent verwendet. Dieses besteht aus einer Dermis, welche in eine Kollagenma-
trix eingebettete Fibroblasten enthéalt und einer Epidermis, welche aus proliferierenden und
differenzierenden Keratinozyten besteht. Durch diese Art der Kultivierung wird ein dreidimen-
sionales Wachstum der Zellen erméglicht.

3.3.1 Differenzierung des Hautaquivalents wahrend der Kultivierung

Das Hautédquivalent EFT400 wird von der Firma MatTek so hergestellt, dass es sich zum Zeit-
punkt der Versendung in einem Differenzierungsstadium befindet, in dem es alle hauttypischen
Schichten, inklusive dem stratum corneum, enthélt. Zum Versand wird es auf ca. 4 °C herunter-
gekiihlt, so dass der Metabolismus der Zellen stark verlangsamt wird. Vor der Bestrahlung wird
das Hautdquivalent fiir mindestens 16 Stunden unter Kulturbedingungen &quilibriert bevor es
bestrahlt wird, sodass die Zellen wieder aktiv werden und anfangen zu proliferieren und zu
differenzieren.

Abbildung 3.12 zeigt eine Hematoxylin-Eosin-Farbung von unbestrahlten Proben des Hautéaqui-
valents, die bei Bestrahlungsexperimenten als Kontrollen mitgefiithrt wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten nach einer Bestrahlung. Das Hautdquvalent differenziert iiber den Kulturzeitraum
von bis zu 5 Tagen deutlich weiter aus. Eine Stunde nach dem Zeitpunkt der Bestrahlung sind
die Basalzellen in den unbestrahlten Kontrollen sehr gleichméRig und palisadenférmig angeord-
net. Ihre Kerne sind deutlich mit Himatoxylin blau gefarbt. Ein Teil der Basalzellen proliferiert,
withrend der andere Teil beginnt zu differenzieren und in héhere Schichten zu wandern. Uber
der Basalschicht liegt das stratum spinosum in dem die Zellen die typische stachelartige Form
annehmen. Ausserdem werden die Zellen insgesamt groer und bekommen eine ldnglichere
Form. Uber dem stratum spinosum liegt das stratum granulosum, welches sich dadurch auszeich-
net, dass die Zellkerne wiahrend dem Differenzierungsprozess kondensieren und eine granulire
Struktur aufweisen. Bevor die Zellen im komplett ausdifferenzierten Stadium zu Korneozyten
des stratum corneums werden verlieren sie ihren Zellkern [1]. Korneozyten sind die Hornzellen
des stratum corneums, die keinen Zellkern mehr besitzen und deshalb vom Eosin deutlich pink
angefarbt werden.

Im Laufe der Kultivierung, insbesondere nach 3 und 5 Tagen, verdndert sich die Struktur in der
Basalschicht etwas. Die Zellen verlieren in manchen Gebieten ihre Regelmalligkeit und sind
nicht mehr strikt gleichmiRig und palisadenférmig angeordnet. Ausserdem wird insgesamt
die Anzahl der Zellen in der Basalschicht geringer, da kontinuierlich differenzierende Zellen
die Basalschicht verlassen, die Proliferationsfahigkeit der Basalzellen jedoch tiber den Kultivie-
rungszeitraum abnimmt. Dies wird insbesondere nach liangerer Kultivierung (5 Tage) auch in
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den sich differenzierenden Schichten deutlich. Diese enthalten deutlich weniger Zellen als zu
Anfang des Kultivierungszeitraumes. Dies liegt daran, dass immer mehr Zellen ausdifferenzie-
ren, was die zunehmende Dicke des stratum corneums erkliart. Ausserdem fehlt in Kultur die
mechanische Abschuppung der Korneozyten (Desquamation), die bei der menschlichen Haut
fiir eine ungefiahr gleichbleibende Dicke der Hornschicht sorgt.

Abbildung 3.12: Differenzierung des Hautadquivalents EFT400 Uber einen Zeitraum von 5 Tagen
nach dem Zeitpunkt einer Bestrahlung; gezeigt sind reprasentative, unbestrahl-
te Kontrollen aus N=8 und n>10 Experimenten; SC= stratum corneum, SG= stra-
tum granulosum, SS= stratum spinosum, SB= stratum basale; Balken= 50 um

3.3.2 Zelltod nach Bestrahlung

Um in den dreidimensionalen Hautdquivalenten das Vorkommen von Apoptose zu untersuchen,
wurde in Gewebschnitten die aktivierte Form der Caspase 3 mit einem spezifischen Antikorper
detektiert. Um sicherzustellen, dass das Protokoll der Farbung und der Antikorper prinzipiell
funktionieren, wurde bei jeder Farbung eine Positivkontrolle mitgefithrt. Hierbei handelt es
sich um ein Hautdquivalent, welches iiber 3 Tage mit Medium auf der apikalen Oberfldache
kultiviert wurde. Dadurch, dass die Oberflache dann nicht mehr luftexponiert ist, gehen die Epi-
dermiszellen in den programmierten Zelltod iiber. In allen hier gezeigten Positivkontrollen der
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Antikorperfarbungen gegen aktivierte Caspase 3 sieht man deutlich, dass die Kerne der Basal-
zellen kondensiert vorliegen und durch das Hematoxylin stark dunkelblau angefarbt werden.
Das Cytoplasma dieser Zellen ist, je nach Detektionsmethode, deutlich pink oder braun gefarbt.
Dies zeigt, dass dort die aktivierte Form der Caspase 3 lokalisiert ist (z.B. Positivkontrolle in
Abbildung 3.13). Im Gegensatz zu den Positivkontrollen zeigt sich bei den bestrahlten Proben
unabhgéngig von Zeitpunkt und Bestrahlungart, dass keine Apoptose vorliegt (Abbildung 3.13,
3.14, 3.15 und 3.16). Es ist keine Pinkfarbung im Zytoplasma, die auf die aktive Caspase 3
hinweist, zu erkennen. Dies zeigt, dass die Bestrahlung mit Rontgenstrahlung, Kohlenstoffionen
und UV-B-Strahlung zu allen hier untersuchten Zeitpunkten keine Apoptose induziert .

Rontgenbestrahlung
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Abbildung 3.13: Detektion des Apoptosemarkers aktivierte Caspase 3 (pink)im Hautaquivalent
EFT400 nach der Bestrahlung mit Rontgenstrahlen mit Hilfe einer Antikdrper-
farbung; Pfeile markieren beispielhaft Zellen, die positiv flr aktive Caspase 3
sind; gezeigt sind reprasentative Proben aus N=3 und n=5 Experimenten; SC=
stratum corneum, SG= stratum granulosum, SS= stratum spinosum, SB= stra-
tum basale; Balken=50 um
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Abbildung 3.14: Detektion des Apoptosemarkers aktivierte Caspase 3 (braun) mit Hilfe einer An-

tikdrperfarbung nach der Bestrahlung mit niedrigen Dosen Rontgenstrahlung;
Pfeile markieren beispielhaft Zellen, die positiv flir aktive Caspase 3 sind; ge-
zeigt sind reprasentative Proben aus N=3 und n=5 Experimenten; SC= stratum
corneum, SG= stratum granulosum, SS= stratum spinosum, SB= stratum basale;
Balken= 50 um
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Insbesondere nach der Bestrahlung mit UV-B-Strahlung (Abbildung 3.16) aber auch nach Koh-
lenstoffbestrahlung sind in einigen Proben vereinzelte Zellen in suprabasalen Schichten der
Epidermis zu erkennen, die einen kondensierten, mit Hematoxylin kraftig blau gefarbten Kern
aufweisen, jedoch nicht positiv fiir aktive Caspase 3 sind. Hierbei kann es sich entweder um
sogenannte sunburn cells handeln, die vorwiegend fiir UV-B-Bestrahlung beschrieben sind, aber
auch um eine Vorstufe der Parakeratose. Dabei handelt es sich um pyknotische Zellkerne, die
wahrend dem Differenzierungsprozess nicht vollstindig abgebaut wurden und deshalb im stra-
tum corneum verbleiben. Bei den kondensierten Kernen, die hier in der Epidermis beobachtet
werden, konnte es sich um Zellen handeln, die einen solchen fehlerhaften Differenzierungpro-
zess durchlaufen, aber noch nicht im stratum corneum angekommen sind. Auf diese Hypothese
wird in der Diskussion genauer eingegangen. Klassische Parakeratose in Form von kondensierten
Zellkernen im stratum corneum ist insbesondere nach der Bestrahlung mit 2 Gy Kohlenstoffio-
nen zu beobachten (Pfeile in Abbildung 3.15). Hier wird in der Antikorperfarbung deutlich, dass
diese Zellen im Gegensatz zu apoptotischen Zellen nicht positiv fiir Caspase 3 sind, jedoch einen
kondensierten, mit Hematoxylin blau gefarbten Zellkern aufweisen. Nach der Bestrahlung mit
Rontgenstrahlung treten solche Zellen nur sehr vereinzelt auf.

Kohlenstoffbestrahlung
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72h
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Abbildung 3.15: Detektion des Apoptosemarkers aktivierte Caspase 3 (pink) im Hautaquivalent
EFT400 nach der Bestrahlung mit Kohlenstoffionen mit Hilfe einer Antikérper-
farbung; geschlossene Pfeile markieren kondensierte Zellkerne im stratum cor-
neum, die jedoch negativ fir aktive Caspase 3 sind; Pfeile markieren beispiel-
haft Zellen, die positiv flir aktive Caspase 3 sind; gezeigt sind reprasentative
Proben aus N=3 und n=5 Experimenten; SC= stratum corneum, SG= stratum
granulosum, SS= stratum spinosum, SB= stratum basale; Balken= 50 um

75



UV-B-Bestrahlung
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Abbildung 3.16: Detektion des Apoptosemarkers aktivierte Caspase 3 (pink) im Hautaquivalent
EFT400 nach der Bestrahlung mit UV-B-Strahlung mit Hilfe einer Antikorperfar-
bung; Pfeile markieren beispielhaft Zellen, die positiv fur aktive Caspase 3 sind;
Sterne markieren kondensierte Zellkerne in der Epidermis, die jedoch negativ
fur aktive Caspase 3 sind; gezeigt sind reprasentative Proben aus N=3 und n=5
Experimenten; SC= stratum corneum, SG= stratum granulosum, SS= stratum spi-
nosum, SB= stratum basale; Balken=50 um

Um das mogliche Auftreten von aktivierter Caspase 3 und geschnittenem PARP auf molekularer
Ebene nachzuweisen, wurde ein Western Blot mit Lysaten der entsprechenden Proben durchge-
fiihrt. Da es bei dem Hautdquivalent EFT 400 moglich ist, die Epidermis mechanisch von der
Dermis zu trennen, konnten die beiden Schichten getrennt lysiert werden. Da man das Auftreten
von Apoptose in den Basalzellen der Epidermis erwartet wurden Dermis-Proben nur stichpro-
benartig fiir bestimmte Zeitpunkte untersucht. Auch hier dienten in allen Western Blots bestrahl-
te HaCaT-Zellen (10 Gy, 5 Tage) als Positivkontrolle. In den Abbildungen 3.17, 3.18, 3.19 und
3.20 konnen deutliche Banden in den Positivkontrollen detektiert werden, die aufgrund ihrer
Laufhohe aktivierter Caspase3 und geschnittenem PARP zugeordnet werden konnen. Ausserdem
wird deutlich, dass in allen anderen Proben, unabhéngig von der Bestrahlungsart und dem Zeit-
punkt nach der Bestrahlung keiner der beiden Apoptosemarker detektiert werden kann. Dies
bestétigt das Ergebnis der immunhistochemischen Farbung, dass in den Proben keine apoptoti-

schen Zellen vorhanden sind.
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Abbildung 3.17: Detektion der Apoptosemarker Caspase 3 und PARP in Lysaten des Epiderms
bzw. des Derms des Hautaquivalents EFT400 nach der Bestrahlung mit Ront-
genstrahlung mit Hilfe einer Westernblotanalyse; gezeigt sind reprasentative
Proben aus N=3 und n=5 Experimenten; PK= Positivkontrolle, fl= ungespaltenes
Protein, cl= Proteinfragment, M= Marker

77



Epidermis

Rontgendosis [Gy]
—6h — —12h— —24h — 72h
0 0,5 0 05 M 0 0,5 PK 0 0,5 3x0,17 kDa

116
89

PARP (fl)
(cl)

Casp 3
(1)
Casp 3
(cl)

36

19
17

Abbildung 3.18: Detektion der Apoptosemarker aktivierte Caspase 3 und PARP in Lysaten der

Epidermis bzw. der Dermis des Hautaquivalents EFT400 nach der Bestrahlung
mit niedrigen und fraktionierten Rontgendosen mit Hilfe einer Westernblotana-
lyse; gezeigt sind reprasentative Proben aus N=3 und n=5 Experimenten; PK=
Positivkontrolle, fl= ungespaltenes Protein, cl= Proteinfragment, M= Marker
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Abbildung 3.19: Detektion der Apoptosemarker aktivierte Caspase 3 und PARP in Lysaten des
Epiderms bzw. des Derms des Hautdquivalents EFT400 nach der Bestrahlung
mit Kohlenstoffionen mit Hilfe einer Westernblotanalyse; gezeigt sind repra-
sentative Proben aus N=3 und n=5 Experimenten; PK= Positivkontrolle, fl= un-
gespaltenes Protein, cl= Proteinfragment, M= Marker
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Abbildung 3.20: Detektion der Apoptosemarker aktivierte Caspase 3 und PARP in Lysaten des
Epiderms bzw. des Derms des Hautaquivalents EFT400 nach der Bestrahlung mit
UV-B-Strahlen mit Hilfe einer Westernblotanalyse; gezeigt sind reprasentative
Proben aus N=3 und n=5 Experimenten; PK= Positivkontrolle, fl= ungespaltenes
Protein, cl= Proteinfragment, M= Marker
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Obwohl es in der Hematoxylin-Eosin-Farbung morphologisch keine Hinweise auf Nekrose im
Gewebe gibt, wurde die HMGB1 Freisetzung in das Medium mit Hilfe eines ELISA-Assays ge-
messen. In den Medieniiberstanden der Hautdquivalente konnte jedoch kein HMGB1 nachge-

wiesen werden (nicht gezeigt).

3.3.3 Effekte der Bestrahlung auf die Struktur und Differenzierung der Epidermis

Um die Struktur des Gewebes nach Bestrahlung zu untersuchen, wurden Hematoxylin-Eosin-
Farbungen der Gewebeschnitte angefertigt und mikroskopisch ausgewertet. Hierfiir wurden die
Zeitpunkte 24h und 3 Tage ausgewahlt (Abbildungen 3.22-3.25).

Bei der Auswertung dieser Farbungen sind verschiedene Verdnderungen in den bestrahlten
Hautédquivalenten aufgefallen, die in Abbildung 3.21 unabhéingig von der Bestrahlungsart in
einer Ubersicht gezeigt sind. Wenn Zellen wihrend des Differenzierungsprozesses nicht in der
Lage sind ihren Zellkern abzubauen und dieser als pyknotischer, mit Hematoxylin stark dunkel-
blau anfarbbarer Kern im stratum corneum zuriickbleibt spricht man von Parakeratose. Solche
pyknotischen Kerne konnen auch in der vitalen Epidermis vorkommen. Dort sind sie umgeben
von einem eosinophilen, stark pink angefarbten Zytoplasma. Ausserdem kann nach Bestrahlung
ein verdicktes stratum corneum vorliegen, was auf einen beschleunigten Differenzierungspro-
zess hinweist (Hyperkeratose). Die Basalzellen sind normalerweise palisadenartig angeordnet
und haben Kontakt zur Basalmembran. Nach Bestrahlung konnte beobachtet werden, dass sich
diese geordnete Struktur teilweise oder in der gesamten Basalschicht aufl6st, die einzelnen Ba-
salzellen eher rund und pflastersteinartig angeordnet sind und sie den Kontakt zur Basalschicht
verlieren, was mit einem Polaritiatsverlust gleichzusetzen ist.

Alle hier gezeigten mikroskopischen Aufnahmen der Hautdquivalente sind moglichst reprasen-
tativ ausgewdhlt. Um jedoch eine genauere Aussage fiir die hier beschriebenen Verdnderungen
treffen zu konnen, wurden diese quantitativ ausgewertet (Abbildung 3.26- 3.29). Hierzu wurde
die Anzahl der pyknotischen Zellkerne sowohl im stratum corneum (Parakeratose) als auch der
Epidermis gezahlt und die Dicke des startum corneums und der vitalen Epidermis gemessen (Hy-
perkeratose). Das Auftreten einer veranderten Struktur und der Polaritédtsverlust der Basalzellen
wurde semi-quantitativ ausgewertet, indem in einer reprasentativen Anzahl an Aufnahmen be-
stimmt wurde, ob dieses Merkmal beobachtet werden kann.

Nach der Bestrahlung mit 2 Gy und 10 Gy Rontgenstrahlen (Abbildung 3.22) sind, insbeson-
dere nach 3 Tagen, strukturelle Verdnderungen in den Hautdquivalenten zu beobachten. Im
stratum corneum sind nach der Bestrahlung vereinzelt pyknotische Zellkerne zu finden (Pfeile
in Abbildung 3.22 und quantitative Auswertung in Abbildung 3.26), ausserdem ist insbesondere
nach der Bestrahlung mit 2 Gy gegeniiber der Kontrolle eine leicht erhohte Anzahl an pyknoti-
schen Zellkernen in der vitalen Epidermis zu finden (Sterne in Abbildung 3.22 und quantitative
Auswertung in Abbildung 3.27). Die Dicke des stratum corneums ist gegeniiber den Kontrollen
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Abbildung 3.21: Mégliche morphologische und strukturelle Veranderungen der Hautaquivalen-
te die in einer Hematoxylin-Eosin-Farbung von Gewebeschnitten beobachtet
werden kénnen; Pfeile markieren das jeweilige Merkmal; gezeigt sind exempla-
rische Beispiele; SC= stratum corneum, SG= stratum granulosum, SS= stratum
spinosum, SB= stratum basale; Balken= 50 um

sigifikant erhoht (Doppelpfeile in Abbildung 3.22 und quantitative Auswertung in Abbildung
3.28). Ausserdem verédndert sich nach der Bestrahlung sowohl die Form als auch die Anordnung
der Basalzellen, es kommt signifikant hdufiger als in den Kontrollen zu einer pflastersteinartigen
Anordnung der Zellen (Abbildung 3.29).
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Abbildung 3.22: Hematoxylin-Eosin-Farbung von Gewebeschnitten 24h und 72h nach der Be-
strahlung mit 2 Gy oder 10 Gy Rontgenstrahlen; Pfeile markieren Parakerato-
se, Sterne markieren pyknotische Kerne in der Epidermis, Doppelpfeile markie-
ren die Verdickung des stratum corneum, Dreiecke markieren den Verlust der
Polaritat der Basalzellen; gezeigt sind reprasentative Proben aus N=3 und n=5
Experimenten; SC= stratum corneum, SG= stratum granulosum, SS= stratum spi-
nosum, SB= stratum basale; Balken=50 um

Nach der Bestrahlung mit einmaligen oder fraktionierten niedrigen Rontgendosen (Abbildung
3.23) treten weder im stratum corneum noch in der vitalen Epidermis pyknotische Kerne auf
(Abbildung 3.26 und 3.27). Die Dicke des stratum corneums bleibt gegeniiber den Kontrollen
unverandert (Abbildung 3.28). Jedoch sind die strukturellen Veranderung in der Basalschicht
deutlicher ausgepragt als bei hoheren Rontgendosen. Die Basalzellen, die in den Kontrollen ei-
ne palisadenartige Struktur aufweisen und Kontakt zur Basalmembran haben, sind nach der
Bestrahlung eher rund, viele von ihnen haben den Kontakt zur Basalmembran verloren und
andern ihre Polaritidt (Dreiecke in Abbildung 3.23). Insbesondere 3 Tage nach einer Bestrah-
lung mit 0,5 Gy oder 3x 0,17 Gy ist der Anteil an ausgewerteten Bereichen, die teilweise oder
komplett eine pflastersteinartige Struktur aufweisen signifikant héher als in den Kontrollen (Ab-
bildung 3.29).
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Kontrolle 0,5G 3x 0,17 Gy

Abbildung 3.23: Hematoxylin-Eosin-Farbung von Gewebeschnitten 24h und 72h nach der Be-
strahlung mit 0,5 Gy oder drei Fraktionen mit jeweils 0,17 Gy Réntgenstrah-
len; Dreiecke markieren den Verlust der Polaritat der Basalzellen; gezeigt sind
reprasentative Proben aus N=2 und n=4 Experimenten; SC= stratum corneum,
SG= stratum granulosum, SS= stratum spinosum, SB= stratum basale; Balken=
50 um

Die Bestrahlung der Hautdquivalente mit Kohlenstoffionen hat ebenfalls sehr deutliche Auswir-
kungen auf den Differenzierungsprozess der Epidermis (Abbildung 3.24).

Wiahrend der Differenzierung kommt es zwar zu einer Kondensation des Kerns, die Zellen ver-
lieren ihn jedoch nicht vollstandig bevor sie in der Hornschicht ankommen und zu Korneozyten
werden (Sterne in Abbildung 3.24). Dies fiihrt dazu, dass diese kondensierten Kerne im stratum
corneum verbleiben und Parakeratose autritt. Dieser Effekt tritt insbesondere nach der Bestrah-
lung mit 2 Gy, aber 3 Tage nach der Bestrahlung auch bei 0,5 Gy auf ( Abbildung 3.26).

Neben der auftretenden Parakeratose konnen nach der Bestrahlung mit 2 Gy auch pyknotische
Kerne in der vitalen Epidermis beobachtet werden. Diese treten ebenfalls vorwiegend nach ei-
ner Bestrahlung mit 2 Gy auf (Abbildung 3.27). Bei der gleichen Dosis kommt es 3 Tage nach
der Bestrahlung auch zu einer signifikanten Verdickung des stratum corneums (Abbildung 3.28).
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Abbildung 3.24: Hematoxylin-Eosin-Farbung von Gewebeschnitten 24h und 72h nach der Be-
strahlung mit 0,5 Gy oder 2 Gy Kohlenstoffionen; Pfeile markieren Parakera-
tose, Sterne markieren pyknotische Kerne in der Epidermis, Doppelpfeile mar-
kieren die Verdickung des stratum corneum, Dreiecke markieren den Verlust
der Polaritat der Basalzellen; gezeigt sind reprasentative Proben aus N=3 und
n=5 Experimenten; SC= stratum corneum, SG= stratum granulosum, SS= stra-
tum spinosum, SB= stratum basale; Balken= 50 um

Der Verlust der Polaritit der Basalzellen deutet sich bereits 24 h nach der Bestrahlung als Trend
an und ist 3 Tage nach Bestrahlung sowohl fiir 0,5 Gy als auch fiir 2 Gy signifikant (Abbildung
3.29).

Nach der Bestrahlung mit UV-B (Abbildung 3.25) wird deutlich, dass es hier teilweise zu ande-
ren Effekten kommt als nach der Bestrahlung mit ionisierender Strahlung. Parakeratose kommt
jedoch auch hier, wenn auch nur nach hohen Intensitdten vor (Abbildung 3.26). Insbesonde-
re kann man nach UV-B Bestrahlung pyknotische Kerne in der Epidermis beobachten, die fiir
die UV-B-Bestrahlung von Haut charakteristisch sind. Da fiir diese Zellen beschrieben ist, dass
sie bereits 2 Stunden nach der Bestrahlung auftreten konnen und nach 24 h bereits in supra-
basale Schichten der Epidermis gewandert sein konnen, wurde fiir die UV-B-Bestrahlung der
Zeitpunkt 12 h nach Bestrahlung ebenfalls untersucht, jedoch nicht statistisch ausgewertet. Die
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Hematoxylin-Eosin-Farbung zeigt, dass zu diesem frithen Zeitpunkt nach der Bestrahlung eben-
falls pyknotische Kerne vorhanden sind, jedoch ungefihr in gleichem Mal3e wie nach 24 h und
diese ebenfalls vorwiegend in suprabasalen Schichten auftreten. Die quantitative Auswertung
zeigt, dass 3 Tage nach der Bestrahlung sowohl fiir 15 mJ/cm? als auch fiir 60 mJ/cm? eine er-
hohte Anzahl pyknotischer Kerne in der vitalen Epidermis vorliegt (Abbildung 3.27). Die Dicke
des stratum corneums bleibt nach der Bestrahlung mit UV-B fast unverandert, es zeigt sich nur
ein leichter Anstieg der Dicke nach der Bestrahlung mit hohen Intensititen (Abbildung 3.28).
Die Struktur der Basalzellen verandert sich nach der UV-B-Bestrahlung ebenfalls nicht so stark.
Die quantitative Auswertung zeigt, insbesondere 3 Tage nach der Bestrahlung, einen Trend hin
zu einer pflastersteinartigen Struktur, dieser ist jedoch nicht signifikant und schwacher ausge-
pragt als nach Bestrahlung mit ionisierender Strahlung (Abbildung 3.29).

Vergleicht man fiir die hier ausgewerteten Veranderungen die verschiedenen Strahlenqualita-
ten, stellt man fest, dass Parakeratose hauptsichlich bei hohen Kohlenstoffdosen oder UV-B-
Intensitdten auftritt, wahrend man pyknotische Kerne in der Epidermis bei hohen Dosen bzw.
Intensititen aller Strahlenqualitdten in unterschiedlichem Ausmaf3e findet. Eine Verdickung des
stratum corneums tritt vorwiegend bei hohen Dosen ionisierender Strahlung auf. Die Struktur
der Basalzellen ist ebenfalls vorwiegend bei ionisierender Strahlung veréndert, dieses Merkmal
tritt jedoch verstarkt nach der Bestrahlung mit niedrigen Dosen auf.
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Abbildung 3.25: Hematoxylin-Eosin-Farbung von Gewebeschnitten 12h, 24h und 72h nach der
Bestrahlung mit 15 und 60 mJ/cm?; Pfeile markieren Parakeratose, Sterne mar-
kieren pyknotische Kerne in der Epidermis; gezeigt sind reprasentative Proben
aus N=3 und n=5 Experimenten; SC= stratum corneum, SG= stratum granulo-
sum, SS= stratum spinosum, SB= stratum basale; Balken= 50 um
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Abbildung 3.26: Quantitative Auswertung der Parakeratose in Hautaquivalenten nach Bestrah-

lung mit Rontgenstrahlung, Kohlenstoffionen und UV-B-Strahlung; gezeigt ist
die Anzahl an pyknotischen Zellkernen im stratum corneumpro Sichtfeld; pro
Probe wurden 20 Sichtfelder ausgewertet; N=2, n=4; SEM, p < 0,05 =*, p
<0,01=**
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Abbildung 3.28: Quantitative Auswertung der Dicke des stratum corneums in Hautaquivalenten
nach Bestrahlung mit Réntgenstrahlung, Kohlenstoffionen und UV-B-Strahlung;
gezeigt ist die Dicke des stratum corneums im Verhaltnis zur Dicke der vitalen
Epidermis; pro Probe wurden 20 Sichtfelder ausgewertet; N=2, n=4; SEM, p <
0,05=*, p <0,01=**
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Neben den genannten morphologischen und strukturellen Verdnderungen der Hautdquivalente
wurden mit Hilfe von Antikorperfarbungen die Expressionsmuster verschiedener Proteine und
deren Verdnderung nach Bestrahlung untersucht. Zuerst wurde die Proliferationsrate in der Ba-
salschicht analysiert. Die proliferierenden Zellen konnen mit Hilfe eines Antikorpers gegen Ki67
sichtbar gemacht werden. Vergleicht man reprasentative mikroskopische Aufnahmen dieser Far-
bung (Abbildung 3.30) zeigt sich, dass die Anzahl proliferierender Zellen 3 Tage nach einer
Bestrahlung mit 0,5 Gy Rontgenstrahlung zunimmt, wahrend nach einer Bestrahlung mit Koh-
lenstoffionen die Proliferation eher abnimmt.

Um diesen Effekt zu bestdtigen wurde die Anzahl der proliferierenden Zellen quantifiziert.
Hierfiir wurde zuerst die Gesamtzellzahl in der Basalschicht der Hautdquivalente ermittelt (Ab-
bildung 3.31). Hierbei wird deutlich, dass die Anzahl der Basalzellen auch nach Bestrahlung im
Vergleich zu den Kontrollen konstant bleibt. Betrachtet man jedoch die Anzahl der proliferieren-
den, Ki67-positiven Zellen und bezieht deren Anzahl auf die Anzahl der Basalzellen (Abbildung
3.32), konnen die Verdnderungen, die bereits bei der mikroskopischen Auswertung der Ki67-
Antikorperfarbung beobachtet wurden bestétigt werden. Die Anzahl der proliferierenden Zellen
nimmt nach einer Bestrahlung mit 0,5 Gy Rontgenstrahlung zu, wahrend nach einer Fraktionie-
rung der gleichen Dosis eine Abnahme zu beobachten ist. In beiden Faillen handelt es sich jedoch
nur um einen Trend. Fiir alle anderen Rontgendosen bleibt die Proliferationsrate im Vergleich
zur Kontrolle unverandert. Nach der Bestrahlung mit Kohlenstoffionen und UV-B-Strahlung ist
tendenziell eine Abnahme zu beobachten, eine Ausnahme bildet hier die Bestrahlung mit 60
mJ/cm?, bei der es zu einem leichten, nicht signifikanten Anstieg der Proliferationsrate kommt,
der jedoch nicht so ausgepragt ist wie nach der Bestrahlung mit 0,5 Gy Rontgenstrahlung.

Da in den Hematoxylin-Eosin-Farbungen Verdnderungen in der Basalschicht, wie der Polari-
tatsverlust der Basalzellen und eine teilweise pflastersteinartige Struktur anstelle einer palisa-
denartigen Anordnung beobachtet werden konnte, wurden mit einer Antikérperfarbung gegen
E-Cadherin die Zell-Zell-Kontakte untersucht. E-Cadherin ist ein epitheliales, transmembranes
Glykoprotein, welches mit seinen extrazelluliren Doménen an die E-Cadherine anderer Zellen
binden kann und so den Zell-Zell-Kontakt stabilisiert und auch an der Aufrechterhaltung der
Zellpolaritét beteiligt ist. Mit Hilfe eines Antikorpers gegen E-Cadherin konnen die E-Cadherin
vermittelten Zellkontakte sichtbar gemacht werden.

Abbildung 3.33 zeigt eine Antikorperfarbung gegen E-Cadherin von Kontrollen und mit Ront-
genstrahlen, Kohlenstoffionen oder UV-B-Strahlung bestrahlten Hautdquivalenten 3 Tage nach
der Bestrahlung. In den Kontrollen ist eine deutliche Farbung der Zellen an den Kontaktstel-
len zu den benachbarten Zellen zu sehen. Wahrend der Differenzierung der Zellen werden die
Zell-Zell-Kontakte insbesondere iiber Desmosomen zuerst verstiarkt [1]. Dies ist der Grund fiir
die kréftige Farbung in den Basalzellen und die sogar noch stirkere Firbung in den Schichten,
die direkt tiber der Basalschicht liegen. Wahrend der weiteren Differenzierung werden die Zell-

Zell-Kontakte immer weiter abgebaut, was durch die, in hoheren Schichten immer schwéacher
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Abbildung 3.30: Detektion des Proliferationsmarkers Ki67 (pink) mit Hilfe einer Antikorperfar-
bung in Hautaquivalenten 3 Tage nach Bestrahlung mit Rontgenstrahlen, Koh-
lenstoffionen oder UV-B-Strahlen; Pfeile markieren besispielhaft Ki67-positive
Zellen; gezeigt sind reprasentative mikroskopische Aufnahmen aus N=2 und
n=4 Experimenten; SC= stratum corneum, SG= stratum granulosum, SS= stra-
tum spinosum, SB= stratum basale; Balken= 50 um
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Abbildung 3.31: Anzahl der Basalzellen in Hautaquivalenten 3 Tage nach der Bestrahlung mit
verschiedenen Dosen und Intensitdten Rontgenstrahlung, Kohlenstoffionen
oder UV-B-Strahlen; aufgetragen ist die Veranderung der Anzahl der Basalzellen
bezogen auf die Kontrollen; N=2, n=4; SEM

werdende Farbung wiedergespiegelt wird. In den Kontrollen wird jedoch auch deutlich, dass die
Farbung zwar schwécher wird, jedoch bis in die Schichten direkt unter dem stratum corneum
eine Farbung zu sehen ist.

Nach der Bestrahlung mit Rontgenstrahlung ist fiir alle Dosen insgesamt eine leichte Abnah-
me der E-Cadherin-Expression in allen Schichten zu beobachten. Besonders deutlich wird in
den fraktioniert bestrahlten Proben, dass es sich dort nicht nur um eine insgesamt schwéchere
Expression handelt, sondern auch um eine verdanderte Lokalisierung der Expression. In diesen
Proben sind die Basalzellen kaum bzw. deutlich schwicher gefarbt als in den Kontrollen. Die
Farbung ist nicht mehr in einer scharfen Linie um die Zelle herum lokalisiert, sondern erscheint
verwaschen und teilweise auch im Zytoplasma lokalisisert.

Nach der Bestrahlung mit 0,5 Gy Kohlenstoffionen ist ebenfalls eine Abnahme der Expression
in allen Schichten erkennbar, wihrend nach der Bestrahlung mit 2 Gy die Intensitdt der Far-
bung der Kontrolle dhnelt. Auch hier ist eine Delokalisierung der Expression in der mit 0,5 Gy
bestrahlten Probe zu beobachten. In der Basalschicht der bestrahlten Probe liegt eine deutlich
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Abbildung 3.32: Quantitative Auswertung der proliferierenden Zellen in der Basalschicht in
Hautaquivalenten 3 Tage nach der Bestrahlung mit verschiedenen Dosen und
Intensitaten Rontgenstrahlung, Kohlenstoffionen oder UV-B-Strahlung; aufge-
tragen ist die Anzahl der proliferierenden Zellen bezogen auf die Anzahl der
Basalzellen nomiert auf die Kontrollen; pro Probe wurden 20 Sichtfelder ausge-
wertet; N=2, n=4; SEM

schwichere Farbung vor als in den Kontrollen.

Ein sehr deutlicher Effekt tritt auch nach der Bestrahlung mit UV-B-Strahlen auf. Die Expression
nimmt sowohl nach 15 mJ/cm?, insbesondere aber nach 60 mJ/cm? und 100 mJ/cm? in allen
Schichten der Epidermis deutlich ab. Ausserdem verandert sich die Lokalisation des Proteins;
in den oberen Zellschichten direkt unter dem Stratum corneum, dem stratum granulosum ist
fast keine Farbung erkennbar. Ausserdem ist auch hier die Fairbung in der Basalschicht nur sehr

schwach.
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Abbildung 3.33: Detektion des Proteins E-Cadherin (pink) mit Hilfe einer Antikdrperfarbung in

Hautdquivalenten 3 Tage nach Bestrahlung mit Rontgenstrahlen, Kohlenstof-
fionen oder UV-B-Strahlung; Pfeile zeigen eine verringerte Farbung in der Ba-
salschicht an; gestrichelte Linien markieren den Ubergang von stratum granu-
losum zu stratum corneum; Sterne markieren die fehlende Farbung im stratum
granulosum; gezeigt sind reprasentative mikroskopische Aufnahmen aus N=3
und n=5 Experimenten; SC= stratum corneum, SG= stratum granulosum, SS=
stratum spinosum, SB= stratum basale; Balken= 50 um
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3.3.4 Zytokinfreisetzung

Neben den histologischen und immunhistochemischen Auswertungen wurde in den 3D-
Hautédquivalenten auch die Freisetzung von Zytokinen in das Medium untersucht. Da nur ein
begrenztes Volumen an Medium zur Verfiigung steht wurden zuerst mit Hilfe eines multiplex
bead arrays die Konzentrationen von elf entziindungsrelevanten Zytokinen in den Kontrollen
gemessen um festzustellen welche Zytokine freigesetzt werden und fiir genauere Analysen mit
Hilfe eines ELISAs gemessen werden konnen (Tabelle 3.1). IL12p70, IFN-gamma, IL-4 als auch
IL-5 konnten in den Medieniiberstdanden der Kontrollen nicht detektiert werden. Anhand des
11-plex bead arrays wurden IL-2, IL-6, IL-8 und IL-10 fiir weitere Messungen ausgewahlt. Zu-
satzlich zu diesen Zytokinen wurde auch die Freisetzung von IL-1alpha sowie TGF-beta mit Hilfe
eines ELISAs bestimmt.

In allen Proben konnte mit Hilfe des ELISAs kein IL-2 nachgewiesen werden, obwohl es bei der

Tabelle 3.1: Konzentrationen der im multiplex bead array gemessenen Zytokinfreisetzungen der
Kontrollen in pg/ml

Zytokin Freisetzung 24h Freisetzung 48h

[pg/ml] [pg/ml]
IL12p70 <0 <0
IFN-gamma <0 <0
IL-2 1,02 9,11
IL-10 12,1 3,6
IL-8 2488 2181
IL-6 1523 1067
IL-4 <0 <0
IL-5 <0 <0
IL-1beta <0 <0
TNF-alpha <0 <0
TNF-beta 5,6 11,4

Messung mit dem multiplex bead array in geringen Mengen nachgewiesen werden konnte und
der ELISA eine dhnliche Sensitivitdt aufweist. Da TNF-alpha ein Zytokin ist, welches in Entziin-
dungsreaktionen eine sehr wichtige und vielseitige Rolle spielt, im multiplex bead array jedoch
nicht nachweisbar war, wurde dieses nochmal mit einem ELISA mit einer hoheren Sensitivitat
gemessen. Auch mit dieser Messmethode konnte in den Proben kein TNF-alpha nachgewiesen
werden.

Nach Bestrahlung mit 2 und 10 Gy Rontgenstrahlung (Abbildung 3.34) bleibt die Freisetzung
der anti-inflammatorischen Zytokine TGF-beta und IL-10 fiir die untersuchten Zeitpunkte ge-
geniiber den Kontrollen unverdndert. Die IL-lalpha-Freisetzung ist, insbesondere 48h nach
Bestrahlung deutlich, jedoch nicht signifikant erhoht. Die ebenfalls pro-inflammatorischen Zyto-
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kine IL-6 und IL-8 sind insbesondere nach einer mittleren Dosis von 2 Gy signifikant erhoht, fiir
10 Gy ist keine Verdnderung zu beobachten. Wegen den verwendeten Zeitabstdnden zwischen
den einzelnen Fraktionen von jeweils 24 h ist fiir die fraktionierte Bestrahlung und die Be-
strahlung mit einer Einmaldosis von 0,5 Gy auch die Zytokinfreisetzung nach 3 Tagen gezeigt.
Nach der Bestrahlung mit niedrigen Dosen Rontgenstrahlung bleibt die Freisetzung des anti-
inflammatorischen Zytokins IL-10 als auch die der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1alpha
und IL-6 sowohl 24 h als auch 3 Tage nach der Bestrahlung weitestgehend unverdndert. Es
kommt lediglich 24 h nach der Bestrahlung sowohl fiir die Bestrahlung mit 0,17 Gy als auch mit
0,5 Gy zu einer Erh6hung der IL-8-Freisetzung.
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Abbildung 3.34: Zytokinfreisetzung von Hautaquivalenten nach der Bestrahlung mit Rontgen-
strahlung; dargestellt ist die Freisetzung des jeweiligen Zytokins bezogen auf
die Kontrolle; N=2-4, n=4-10; SEM, p < 0,05=*, p < 0,01=**, p < 0,001=***
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Abbildung 3.35 zeigt die Veranderung der Zytokinfreisetzung nach der Bestrahlung mit Kohlen-

stoffionen. Insgesamt ist der Effekt im Vergleich zur Bestrahlung mit Rontgenstrahlen verzogert.
Ein leichter, nicht signifikanter Riickgang der IL-lalpha-Freisetzung ist 24 h nach der Bestrah-
lung messbar, wahrend alle anderen gemessenen Zytokine unverdndert bleiben. Nach 48 h ist
eine signifikante Erhohung der IL-10-Freisetzung und ein Trend zu einer erhohten Freisetzung

von IL-1alpha und IL-8 zu beobachten.
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Abbildung 3.35: Zytokinfreisetzung von Hautaquivalenten nach der Bestrahlung mit Kohlenstoff
oder UV-Strahlung; dargestellt ist die Freisetzung des jeweiligen Zytokins be-
zogen auf die Kontrolle; N=2-4, n=4-10; SEM, p < 0,05=*, p < 0,01=**, p

<0,001=***
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Ebenfalls in Abbildung 3.35 ist der Effekt von UV-B Strahlung auf die Zytokinfreisetzung ge-
zeigt. Dieser unterscheidet sich deutlich von dem nach der Bestrahlung mit ionisierender
Strahlung. Die Freisetzung der anti-inflammtorischen Zytokine TGF-beta und IL-10 und des
pro-inflammtorischen Zytokins IL-1alpha bleiben 24 h nach der Bestrahlung zwar unverandert,
es tritt zu diesem Zeitpunkt jedoch ein deutlicher, intensitdtsabhdngiger Anstiegs der Freiset-
zung der pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-8 auf. Nach weiteren 24 h ist der Effekt
soweit abgeklungen, dass sich die Il-6- und IL-8-Freisetzung wieder der der Kontrollen ange-
glichen hat. Die Freisetzung der anti-inflammatorischen Zytokine TGF-beta und IL-10 und des
pro-inflammatorischen Zytokins IL-1alpha ist 48 h nach der Bestrahlung leicht aber signifikant

verringert.
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3.4 Humane Haut

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Kooperation mit der Hautklinik des Klinikums Darmstadt
etabliert. Gemeinsam wurde ein Antrag bei der Ethikkomission fiir die Arbeit mit humaner Haut
und deren ex vivo-Kultivierung gestellt. Die Bewilligung dieses Antrags erméglichte es, nach Zu-
stimmung des jeweiligen Patienten, Haut, welche bei Routineeingriffen als Abfallprodukt anfillt,
im Labor als Hautexplantat weiter zu kultivieren und fiir Bestrahlungsexperimente zu nutzen.

3.4.1 Etablierung eines Kultursystems fiir humane Haut

Um Versuche mit Explantaten humaner Haut durchzufiihren, musste zuerst das Kultursystem
etabliert und an die Randbedingungen der Versuche angepasst werden. In der Literatur finden
sich wenige, sehr unterschiedliche Methoden humane Haut zu kultivieren [48] [49] [50]. Auf-
grund der Literaturrecherche und der Erfahrung mit Co-Kulturen und Hautdquivalenten wurde
die Kultivierung der Hautexplantate in Zellkulturinserts und die Verwendung von RPMI-Medium
mit FCS gewahlt. Dieses System hat sich als sehr geeignet erwiesen. Mit dieser Methode ist eine
Kultivierung der humanen Haut iiber 4 Tage nach einer potenziellen Bestrahlung, das heisst fiir
eine Gesamtdauer von ca. 16 h Aquilibrierungszeit plus 4 Tage nach der Bestrahlung méglich.
Allerdings zeigen sich nach 4 Tagen morphologische Verdnderungen in der Haut, die wahr-
scheinlich von der in vitro-Kultivierung verursacht werden. Die Zellen wirken aufgebliht, es
kommt zu einer sehr starken Vakuolisierung und es treten vermehrt kondensierte Zellkerne in
der Epidermis auf, welche auf apoptotische Zellen oder einen gestérten Differenzierungsprozess
hinweisen. Aus diesem Grund wurden die Explantate nur bis zu maximal 3 Tage, meist jedoch
48 h nach der Bestrahlung fiir weitere Untersuchungen verwendet.

Um eine Kontrolle {iber mogliche Kultivierungseffekte zu haben, wurde bei jedem Versuch ein
Stiick Probe direkt nach Erhalt fixiert und nicht erst kultiviert. Diese wird im Weiteren als "nicht
in Kultur" bezeichnet. In Abbildung 3.36 ist die Hematoxylin-Eosin-Farbung einer solchen Probe
und von Proben, die iiber 48 h kultiviert wurden, gezeigt.

Es wird deutlich, dass die humane Haut im Vergleich zu den Hautdquivalenten eine deutlich
unregelmafligere Struktur aufweist. Die Zellen der Basalschicht sind nicht genauso streng pali-
sadenartig sondern etwas unregelméalliger angeordnet. Dies ist sowohl in den nicht kultivierten
Proben als auch zu allen Kultivierungszeitpunkten der Fall. Insgesamt hiangt sowohl die Dicke
der Epidermis als auch die des stratum corneums sehr vom Hauttyp des Spenders aber auch von
der Korperregion, aus der die Probe stammt, ab. Die Anzahl der Melanozyten bzw. die Menge
des enthaltenen Melanins und die Dichte von Melanosomen kann ebenfalls sowohl zwischen
den Spendern als auch abhingig vom Entnahmeort beim selben Spender schwanken. Uber die
Dauer der Kultivierung verdndert sich das Hautexplantat nur wenig, denn die Differenzierung
lauft in humaner Haut langsamer ab als im Hautdquivalent. Teilweise tritt eine leichte Vakuoli-
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nicht in Kultur 12 h

24 h 48 h

Abbildung 3.36: Hematoxylin und Eosin Farbung humaner Hautexplantate zu verschiedenen
Kultivierungszeitpunkten; die angegebenen Zeitpunkte beziehen sich auf die
Kultivierungsdauer nach einer méglichen Bestrahlung zum Zeitpunkt 0 h; die
Haut wurde vorher fir ca. 16 h unter Kulturbedingungen aquilibriert; Pfeile
markieren Vakuolisierung; Sterne markieren Melanosomen die Melanin enthal-
ten; N=5 und n=10; SC= stratum corneum, SG= stratum granulosum, SS= stra-
tum spinosum, SB= stratum basale; Balken= 50 um

sierung auf, welche jedoch auch in den nicht kultivierten Proben zu beobachten ist und damit
nicht als Effekt der Kultivierung gewertet werden kann.

Uber den gesamten Kultivierungszeitraum von 3 Tagen sind keine kondensierten Zellkerne oder
andere Verdnderungen, die auf Zelltod hindeuten, zu erkennen. Dies wird dadurch bestétigt,
dass in der Antikorperfarbung keine aktive Caspase 3 nachgewiesen werden kann (Abbildung
3.37).

102



24 h 48 h Positivkontrolle

Abbildung 3.37: Antikérperfarbung gegen den Apoptosemarker aktive Caspase 3 (pink)von hu-
manen Hautexplantate zu verschiedenen Kultivierungszeitpunkten; die ange-
gebenen Zeitpunkte beziehen sich auf die Kultivierungsdauer nach einer még-
lichen Bestrahlung zum Zeitpunkt 0 h; die Haut wurde vorher fiir ca. 16 h unter
Kulturbedingungen aquilibriert; Pfeile markieren beispielhaft apoptotische, fir
aktive Caspase 3 positive Zellen, Sterne markieren Melanosomen (braun); als
Positivkontrolle wurde ein Hautaquivalent (EFT400) verwendet, welches 3 Ta-
ge mit Medium auf der apikalen Oberflache kultiviert wurde und apoptotische
Basalzellen aufweist; N=5 und n=10; SC= stratum corneum, SG= stratum granu-
losum, SS= stratum spinosum, SB= stratum basale; Balken= 50 um

Um weitere Hinweise darauf zu erhalten, ob die Auswirkungen der Kultivierung der Hautex-
plantate fiir die Bestrahlungsexperimente akzeptabel sind, wurden verschiedene Antikorperfar-
bungen mit den liber unterschiedliche Zeitrdume kultivierten Explantaten durchgefiihrt. Zuerst
wurde mit einer Antikorperfarbung gegen den Proliferationsmarker Ki67 iiberpriift, ob die in
vitro kultivierten Explantate weiter proliferieren (Abbildung 3.38). Die Farbung macht deutlich,
dass auch in Kultur die Proliferationsfahigkeit der Zellen erhalten bleibt. Insgesamt nimmt die
Anzahl der proliferierenden Zellen im Laufe des Kulturzeitraums zwar ab, jedoch sind auch nach
3 Tagen noch proliferierende Zellen vorhanden.

Ein weiterer Hinweis auf Funktion und Vitalitdat der Hautexplantate ist das Vorhandensein von
Langerhanszellen. Es ist bekannt, dass diese in der Epidermis residierenden Immunzellen als
Reaktion auf eine in vitro-Kultivierung spontan aus der Epidermis auswandern und in das Me-
dium freigesetzt werden konnen [51]. Mit einer Antikorperfarbung gegen CD1la konnen die
Langerhanszellen in den Gewebeschnitten angefarbt werden (Abbildung 3.39). Langerhanszel-
len befinden sich in suprabasalen Schichten der Epidermis und sind sehr gut an ihren langen,
ebenfalls mit CD1a anfirbbaren Fortsidtzen zu erkennen. Ein Vergleich répresentativer mikro-
skopischer Aufnahmen der unterschiedlichen Kulturzeitpunkte hat gezeigt , dass die Anzahl
der Langerhanszellen ungefahr gleich bleibt. Es ist keine Auswanderung der Zellen iiber den
Kultivierungszeitraum zu beobachten.

103



nicht in Kultur

48 h 72 h
" ¥
2

Abbildung 3.38: Antikérperfarbung humaner Hautexplantate zu verschiedenen Kultivierungs-
zeitpunkten mit einem Antikdrper gegen den Proliferationsmarker Ki67 (pink);
die angegebenen Zeitpunkte beziehen sich auf die Kultivierungsdauer nach ei-
ner mdglichen Bestrahlung zum Zeitpunkt 0 h; die Haut wurde vorher fir ca.
16 h unter Kulturbedingungen aquilibriert; Pfeile markieren beispielhaft Ki67-
positive Zellen; N=5 und n=10; SC= stratum corneum, SG= stratum granulosum,
SS= stratum spinosum, SB= stratum basale; Balken= 50 um

104



nicht in Kultur
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Abbildung 3.39: Antikérperfarbung humaner Hautexplantate zu verschiedenen Kultivierungs-
zeitpunkten mit einem Antikérper gegen CD1a (braun), einem Marker fir Lan-
gerhanszellen; die angegebenen Zeitpunkte beziehen sich auf die Kultivierungs-
dauer nach einer mdglichen Bestrahlung zum Zeitpunkt 0 h; die Haut wurde
vorher fur ca. 16 h unter Kulturbedingungen aquilibriert; Pfeile markieren bei-
spielhaft CD1a-positive Zellen; Sterne markieren die natirlicherweise braunen
Melanosomen; N=3 und n=6; SC= stratum corneum, SG= stratum granulosum,
SS= stratum spinosum, SB= stratum basale; Balken= 50 um
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3.4.2 Bestrahlung humaner Haut

Aufgrund der begrenzten Anzahl von verfiigbaren Proben und den meist nur mit grof3er Unsi-
cherheit planbaren Versuchszeitpunkten wurden die Bestrahlungsversuche mit humaner Haut,
basierend auf den Ergebnissen fiir das Hautdquivalent, nur mit ausgewadhlten Dosen bzw. In-
tensitdten und Kulturzeitpunkten durchgefiihrt. Ein Schwerpunkt wurde hier vorerst auf die
Rontgenbestrahlung mit einer niedrigen Dosis von 0,5 Gy und deren Fraktionierung in 3 Frak-
tionen mit jeweils 0,17 Gy gelegt. Bei der Fraktionierung wurden die Hautexplantate aufgrund
der begrenzten Kultivierungsdauer alle 12 Stunden bestrahlt (zu den Zeitpunkten 0 h, 12 h und
24 h) und weitere 24 h spater (48 h nach der ersten Bestrahlung) fixiert.

Zuerst wurden die bestrahlten Hautproben auf das Vorkommen von Apoptose und Nekrose un-
tersucht. Obwohl in den Hautdquivalenten als auch in den Mono-und Co-Kulturen keine Apop-
tose auftrat, konnte in den Explantaten der humanen Haut z.B. durch die Anwesenheit der
Langerhanszellen oder anderen Immunzellen und deren Beitrag zur Strahlenantwort Apoptose
auftreten. Es konnte jedoch beispielhaft fiir die Dosen 0,5 Gy und 10 Gy mit einer Antikorperfar-
bung gegen aktive Caspase 3 gezeigt werden, dass nach Rontgenbestrahlung im untersuchten
Zeitraum keine apoptotischen Zellen zu finden sind (Abbildung 3.40).

Ausserdem wurden die Proben mit Hilfe eines ELISA-Tests auf die Freisetzung des Nekrose-
markers HMGB1 untersucht. Dieses Protein konnte jedoch sowohl im Medium der Kontrollen
als auch in dem der bestrahlten Proben nicht nachgewiesen werden (nicht gezeigt).
Um einen Uberblick {iber die Gewebestruktur, den Differenzierungsstatus und mogliche, strah-
leninduzierte Verdnderungen der Hautexplantate zu bekommen, wurden fiir alle Versuche
Hematoxylin-Eosin-Farbungen durchgefiihrt. Abbildung 3.41 zeigt eine solche Firbung von
Hautexplantaten 12 h und 24 h nach der Bestrahlung mit 0,5; 2 und 10 Gy Rontgenstrah-
lung, als auch eine nicht kultivierte Probe der fiir das Experiment verwendeten Haut. In allen
Proben konnte das Ergebnis der Antikorperfarbung gegen aktive Caspase 3 bestétigt werden.
Es konnten keine kondensierten Zellkerne, die auf apoptotische Zellen hinweisen, beobachtet
werden. Allerdings tritt 24 h nach der Bestrahlung mit 2 Gy und 10 Gy Rontgenstrahlen Para-
keratose auf. Es sind deutlich kondensierte Kerne, welche sich im stratum corneum befinden, zu
erkennen. Dieser Effekt weist auf eine durch die Strahlung beeintrachtigte Differenzierung hin.
Es tritt im Vergleich zu den Kontrollen keine vermehrte Vakuolisierung auf.

In einem weiteren Versuch mit Rontgenstrahlung, der hier exemplarisch gezeigt wird, wurden
die Zeitpunkte 24 h und 48 h nach Bestrahlung und eine niedrige Dosis von 0,5 Gy als auch eine
Fraktionierung dieser Dosis in 3x 0,17 Gy untersucht. Fiir den Zeitpunkt 24 h nach Bestrahlung
wurde auch eine mit 10 Gy bestrahlte Probe mitgefiihrt (Abbildung 3.42). Fiir die Bestrahlung
mit 0,5 Gy als auch nach einer fraktionierten Rontgendosis von 3x 0,17 Gy kommt es vermehrt
zu einer Vakuolisierung der Zellen. Es bilden sich Hohlrdume um den Zellkern, die weder mit
Hematoxylin noch mit Eosin angefarbt werden. Zu Parakeratose kommt es nach der Bestrahlung
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Abbildung 3.40: Antikérperfarbung gegen den Apoptosemarker geschnittene Caspase 3 von
humanen Hautexplantate nach der Bestrahlung mit Rontgenstrahlung; Pfeile
markieren Zellen mit aktivierter Caspase 3, Sterne markieren die naturlicher-
weise braunen Melanosomen; als Positivkontrolle wurde ein Hautaquivalent
(EFT400) verwendet, welches 3 Tage mit Medium auf der apikalen Oberfla-
che kultiviert wurde und apoptotische Basalzellen aufweist; N=3 und n=6; SC=
stratum corneum, SG= stratum granulosum, SS= stratum spinosum, SB= stratum
basale; Balken= 50 um

mit 10 Gy bei diesem Experiment jedoch nur vereinzelt. Dies zeigt im Vergleich zu dem in Ab-
bildung 3.41 gezeigten Experiment, dass die Auspragung des Bestrahlungseffekts von Spender
zu Spender variieren kann und es sehr wichtig ist, jeweils mit den entsprechenden Kontrollen
und nicht kultivierten Proben zu vergleichen. Trotzdem zeigt dieses Ergebnis, dass Parakeratose
ein Effekt der Rontgenstrahlung darstellt, wenn auch in unterscheidlichem Ausmaf, und nicht
nur sporadisch in einzelnen Proben auftritt.

107



nicht in Kultur

Kontrolle 0,5 Gy 10 Gy

" ¥
¥
v ¥

Abbildung 3.41: Hematoxylin-Eosin-Farbung humaner Hautexplantate nach der Bestrahlung mit
Réntgenstrahlung 12 h und 24 h nach der Bestrahlung; Pfeile markieren Para-
keratose; N=1 und n=2; SC= stratum corneum, SG= stratum granulosum, SS=
stratum spinosum, SB= stratum basale; Balken= 50 um
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Abbildung 3.42: Hematoxylin-Eosin-Farbung humaner Hautexplantate nach der Bestrahlung mit
Rontgenstrahlung 12 h und 24 h nach der Bestrahlung; Pfeile markieren Para-
keratose, Sterne markieren Vakuolisierung N=1 und n=2; SC= stratum corneum,
SG= stratum granulosum, SS= stratum spinosum, SB= stratum basale; Balken=
50 um
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Mit humaner Haut wurden im Rahmen dieser Arbeit nur wenige Versuche mit der, in vorange-
gangenen Versuchen immer als Referenzstrahlung genutzten, UV-B-Bestrahlung durchgefiihrt,
da die Proben nur in sehr begrenztem MaRe zur Verfiigung standen. Trotzdem wurden zu Ver-
gleichszwecken einige Versuche durchgefiihrt, da es fiir diese Strahlenart am ehesten Vergleichs-
moglichkeiten mit publizierten Daten gibt.

Nach UV-B-Bestrahlung konnte im Vergleich zur Kontrolle ein deutlich erhohtes Auftreten von
Vakuolisierung beobachtet werden (Abbildung 3.43). Dieser Effekt zeigt sich bereits bei einer
Intensitit von 15 mJ/cm? und wird bei 100 mJ/cm? noch deutlicher. In den Kontrollen tritt
Vakuolisierung nur in vereinzelten Zellen auf. Nach der Bestrahlung mt UV-B kann keine Para-
keratose beobachtet werden.

nicht in Kultur

Kontrolle 15 mJ/cm? 100 ml/cm?

Abbildung 3.43: Hematoxylin-Eosin-Farbung humaner Hautexplantate 24 h nach der Bestrah-
lung mit UV-B-Strahlung; Sterne markieren Vakuolisierung N=2 und n=4; SC=
stratum corneum, SG= stratum granulosum, SS= stratum spinosum, SB= stra-
tum basale; Balken= 50 um
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Um die Anzahl der proliferierenden Zellen in den human Hautexplantaten zu bestimmen, wurde
eine Antikorperfarbung gegen Ki67 durchgefiihrt. Diese wurde sowohl mikroskopisch als auch
quantitiv ausgewertet. Da die Auswertung der Proliferationsrate der Hautdquivalente bereits
Hinweise darauf gab, dass es insbesondere nach der Rontgenbestrahlung mit 0,5 Gy zu einer
Erhohung der Proliferation kommt, wurde auch hier der Schwerpunkt auf die Auswertung der
mit 0,5 Gy bestrahlten Proben gelegt. Die mikroskopische Betrachtung der Ki67-Farbung ergibt,
dass sich in allen Proben auch nach Bestrahlung proliferierende Zellen befinden (Abbildung
3.44). Ob sich jedoch die Anzahl nach der Bestrahlung dndert, kann nur durch eine Quantifi-
zierung festgestellt werden (Abbildung 3.45). Hier wird deutlich, dass sich im Vergleich zu den
Kontrollen die Proliferationsrate der mit 0,5 Gy bestrahlten Proben sowohl 24 h als auch 48 h
nach Bestrahlung um das ca. 2,5-fache erhoht. Die relativ grol3en Standardfehler zeigen, dass
die Proben der humanen Haut sowohl von Experiment zu Experiment als auch innerhalb eines
Experimentes relativ stark schwanken. Trotzdem kann man die Erh6hung der Proliferation nach
der Bestrahlung mit 0,5 Gy als Trend betrachten, der durch die Auswertung weiterer Versuche
bestétigt werden muss. Die Proliferationsrate nach der Bestrahlung mit 10 Gy oder 3x 0,17 Gy
bleibt fast unverandert.
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Abbildung 3.44: Proliferierende Basalzellen (pink) humaner Hautexplantate 24 h und 48 h nach
der Bestrahlung mit Rontgenstrahlen; Antikérperfarbung gegen den Prolifera-
tionsmarker Ki67; Pfeile markieren beispielhaft Ki67-positive Zellen, Sterne mar-
kieren die naturlicherweise braunen Melanosomen; N=2 und n=4; SC= stratum
corneum, SG= stratum granulosum, SS= stratum spinosum, SB= stratum basale;
Balken= 50 um
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Abbildung 3.45: Quantifizierung der Ki67-positiven Zellen in humanen Hautexplantaten 24h
und 48h nach der Bestrahlung mit Rontgenstrahlen; dargestellt ist die Veran-
derung der Anzahl der proliferierenden Zellen bezogen auf die Kontrolle; N=2
und n=4

Der wichtigste Unterschied der humanen Hautexplantate verglichen mit den Hautdquivalenten
ist das Vorhandensein der Langerhanszellen in der Epidermis. Aus diesem Grund ist es beson-
ders interessant, wie diese Zellen sich nach der Bestrahlung in den Hautexplantaten verhalten.
Wie bereits in Abbildung 3.39 gezeigt, wandern die Langerhanszellen wahrend der normalen
Kultivierung nicht aus dem Gewebe aus.

Es wurde auch tiberpriift, ob dies durch die Bestrahlung mit Rontgen- oder UV-B-Strahlung in-
duziert werden kann. Die mikroskopischen Aufnahmen der Antikorperfarbung von CD1a zeigen,
dass auch nach der Bestrahlung noch Langerhanszellen im Gewebe vorhanden sind (Abbildung
3.46). Um eine quantitative Aussage liber die Anzahl der Langerhanszellen treffen zu konnen,
wurde pro Sichtfeld die Gesamtzellzahl der Epidermis bestimmt und darauf die Anzahl der Lan-
gerhanszellen bezogen. Dieser Wert wurde in Relation zur nicht kultivierten Probe gesetzt.

Die Ergebnisse (Abbildung 3.47) zeigen deutlich, dass die Anzahl der Langerhanszellen auch
zwischen den Proben des gleichen Experimentes sehr stark schwankt und es dadurch zu grof3en
Abweichungen zwischen Proben mit gleicher Dosis kommt. Da die Auswertung sehr zeitaufwen-
dig ist, konnte im Rahmen dieser Arbeit nur ein Versuch mit jeweils 2 Proben pro Dosis bzw.
Intensitdt ausgewertet werden. Die hohen Abweichungen zwischen diesen beiden Proben legen
nahe, dass diese Auswertungsmethode eher ungeeignet ist. In den ausgewerteten Proben ist
dennoch ein Trend zu einer Abnahme der Anzahl der Langerhanszellen nach der Bestrahlung
mit Rontgenstrahlung zu erkennen. Um diesen Trend zu bestitigen, miissten deutlich mehr Ver-

suche ausgewertet werden, als momentan verfiigbar sind.
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Abbildung 3.46: Antikdrperfarbung humaner Hautexplantate 24 h nach der Bestrahlung mit
Réntgen- und UV-B-Strahlung mit einem Antikérper gegen CD1a (braun), ei-
nem Marker fur Langerhanszellen; Pfeile markieren beispielhaft CD1a-positive
Zellen; Sterne markieren die naturlicherweise braunen Melanosomen N=2 und
n=4; SC= stratum corneum, SG= stratum granulosum, SS= stratum spinosum,
SB= stratum basale; Balken= 50 um

Da die Zeit nach der Bestrahlung mit 24 h relativ kurz gewéhlt ist und moglicherweise die
Langerhanszellen noch nicht aus dem Gewebe ausgewandert sind, sondern nur innerhalb des
Gewebes wandern, wurde eine andere Auswertungsmethode, die diese Wanderung erfasst ex-
emplarisch an den Proben eines Versuches durchgefiihrt. Hierbei wurde die Position der ein-
zelnen Langerhanszellen in einem Hautexplantat bestimmt, indem die Strecke von der Langer-
hanszelle zur Basalschicht gemessen und in das Verhaltnis zu der Dicke der Epidermis von der
Basalschicht bis zum stratum corneum gesetzt wurde. Hierbei ergibt sich ein relativer Wert, der
angibt wo sich die Langerhanszelle in der Epidermis befindet. Je weiter sich der Wert der eins
annahrt umso naher befindet sich die Langerhanszelle am stratum corneum. Auf diese Art wurde
die Postion von mindestens 20 Langerhanszellen pro Probe bestimmt (Abbildung 3.48). Diese
Auswertung zeigt jedoch ebenfalls keinen eindeutigen Effekt. Auch hier miissten deutlich mehr
Proben ausgewertet werden um eine statistisch signifikante Aussage treffen zu konnen.
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Abbildung 3.47: Quantifizierung der Antikérperfarbung von CD1a in humanen Hautexplantate
24 h nach der Bestrahlung mit Rontgen- und UV-B-Strahlen; dargestellt ist die
Veranderung der Anzahl der Langerhanszellen pro 100 Epidermiszellen bezo-
gen auf die Kontrolle; N=1 und n=2, SEM
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Abbildung 3.48: Relative Position von CD1a-positiven Langerhanszellen in Explantaten humaner
Haut nach der Bestrahlung mit Rontgen- und UV-B-Bestrahlung; dargestellt ist
der Median der Position von mindestens 20 LCs pro Dosis; N=1 und n=2
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Fiir einige ausgewdhlte Proben wurde die Freisetzung der Zytokine Il-1alpha, I1-6 und IL-8 ge-
messen. Diese Zytokine wurden ausgewahlt, da sich bei der Analyse der Hautdquivalente Ver-
anderungen zeigten. In Abbildung 3.49 ist die Zytokinfreisetzung der humanen Haut nach der
Bestrahlung mit 0,5 Gy und 3x 0,17 Gy Rontgenstrahlung gezeigt. Wahrend die Freisetzung
von IL-1alpha und Il-8 unverdndert bleibt, kommt es nach der Bestrahlung mit 0,5 Gy zu einer
signifikanten Verringerung der IL-6 Freisetzung, die bei einer Fraktionierung dieser Dosis nicht
auftritt.

5 Rontgenbestrahlung (48 h)
00,5 Gy
E3x 0,17 Gy

4,5

e
-
w w

Zytokinfreisetzung bezogen aufdie
Kontrolle
Ll
wu

I-1a IL-8

Abbildung 3.49: Freisetzung der Zytokine IL-1alpha, 1I-6 und II-8 von humanen Hautexplanta-
ten nach der Bestrahlung mit niedrigen und fraktionierten Rontgendosen; dar-
gestellt ist die Veranderung der Zytokinfreisetzung bezogen auf die Kontrolle;
N=2 und n=4, SEM, p < 0,05=*, p < 0,01=**, p < 0,001=***

Insgesamt ist zu beachten, dass fiir die Versuche mit humaner Haut sehr viele Methoden, insbe-
sondere die Kultivierung etabliert werden konnten. Aus diesem Grund sind im Rahmen dieser
Arbeit nur erste Ergebnisse und Auswertungen gezeigt. Allerdings sind fiir die meisten Experi-
mente mit humaner Haut weitere Versuche bzw. die Auswertung weiterer Versuche notwendig
um statistisch haltbare Aussagen treffen zu konnen.
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3.5 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse

In diesem Abschnitt sollen die wichtigsten Ergebnisse, die in den verschiedenen Modellsystemen
nach der Bestrahlung mit drei unterschiedlichen Strahlenqualititen gezeigt werden konnten,
nochmal kurz zusammengefasst werden:

* Apoptose konnte in Mono- und Co-Kulturen lediglich nach der Bestrahlung mit hoheren
Intensititen (40 mJ/cm?) UV-B-Strahlung detektiert werden, wahrend nach ionisieren-
der Strahlung fiir Dosen bis 10 Gy Rontgenstrahlung oder 2 Gy Kohlenstoffionen keine
Apoptose detektiert werden konnte. In Hautdquivalenten und humaner Haut konnte fiir
ionisierende Strahlung ebenfalls keine Apoptose nachgewiesen werden. Nach der Bestrah-
lung mit Kohlenstoffionen oder UV-B konnten jedoch wenige pyknotische Kerne in der
Epidermis beobachtet werden.

* Nekrose kommt in allen Kultursystemen unabhingig von der Bestrahlungsart und deren
Dosis oder Intensitit nur in sehr geringen, vernachlédssigbaren Anteilen vor. Gernerell war
zu beobachten, dass der Anteil an nekrotischen Zellen, der anhand der HMGB1-Freisetzung
gemessen wurde, abnahm, je komplexer das Kultursystem wurde. Im Medium von Hauta-
quivalenten und humaner Haut konnte kein HMGB1 nachgewiesen werden.

* Strukturelle Verdnderungen in Hautdquivalenten treten nach allen Bestrahlungarten
auf. Je nach Dosis und Bestrahlungsart sind sie unterschiedlich in ihrer Art und Aus-
pragung. Nach der Bestrahlung mit niedrigen Dosen Rontgenstrahlung kommt es zu ei-
ner stark ausgeprédgten Verdnderung der Basalzellstruktur, die fiir hohere Rontgen- und
Kohlenstoffdosen ebenfalls zu beobachten, jedoch schwicher ausgepragt ist. Nach UV-B-
Bestrahlung liegt fiir die Erhohung des Auftretens dieses Merkmals lediglich ein Trend vor.
Die Verdickung des stratum corneums liegt fiir hohe Rontgen- und Kohlenstoffdosen vor,
wahrend Parakeratose ebenfalls nach der Bestrahlung mit Kohlenstoffionen und hohen
UV-B-Intensitdten und in geringerem Ausmaf’ nach Rontgenstrahlung vorkommt. In den
bisher durchgefiihrten und untersuchten Experimenten mit humaner Haut konnten Hin-
weise auf dhnliche Effekte, beispielsweise beziiglich der Parakeratose gefunden werden.
Diese Versuche sind jedoch noch nicht quantitativ ausgewertet. Hinweise auf eine nach 0,5
Gy Rontgenstrahlung erhohte Proliferation gibt es sowohl fiir Hautdquivalente als auch fiir
humane Haut. Ausserdem kommt es insbesondere nach der Bestrahlung mit niedrigen Do-
sen Rontgenstrahlung zu einer verdnderten E-Cadherin-Expression in Hautdquivalenten.
Insbesondere die verdnderte Struktur der Basalzellen, der Anstieg der Proliferation und
die veranderte E-Cadherin-Lokalisation scheinen Effekte zu sein, die insbesondere bzw.
verstarkt nach der Bestrahlung mit niedrigen Dosen Rontgenstrahlung vorkommen.

* Die Zytokinfreisetzung ist nach allen Bestrahlungarten verdndert, die Auspragung und
der Zeitpunkt der Verdnderung ist jedoch von der Strahlenqualitdt abhingig. Die IL-6-
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und IL-8- Freisetzung war nach der Bestrahlung mit allen Strahlenqualitdten erh6ht. Nach
der Bestrahlung der Keratinozyten-Monokultur konnte eine IL-8-Freisetzung durch UV-B
und eine IL-6-Freisetzung durch UV-B und Rontgenbestrahlung induziert werden, wéahrend
diese in den Kontrollen nicht vorhanden war. In den Co-Kulturen und Hautdquivalenten
war die IL-6- und IL-8-Freisetzung fiir hohere Dosen und Intensititen ebenfalls erhoht.
Eine erhohte IL-lalpha-Freisetzung konnte insbesondere in den Hautdquivalenten nach
der Bestrahlung mit Rontgenstrahlung und in Co-Kulturen sowohl nach der Rontgen-, als
auch der UV-B-Bestrahlung detektiert werden. Insgesamt fallt auf, das es nach der UV-B-
Bestrahlung von Hautédquivalenten eher zu einer transienten Verdnderung der Zytokinfrei-
setzung kommt, die sich nach 48 h bereits relativiert hat, wahrend nach der Bestrahlung
mit Rontgenstrahlung der Effekt iiber 24 h hinaus bestehen bleibt und fiir die Bestrahlung
mit Kohlenstoffionen sogar erst ab 48 h auftritt. Ausserdem kann man festhalten, dass auch
hier alle Effekte weniger deutlich ausfallen, je hoher die Komplexitdt des Modellsystems
wird.

Insgesamt sind alle beobachteten Verdnderungen der Zytokinfreisetzung eher ein Hin-
weis auf einen, zumindest transienten, pro-inflammatorischen Effekt, da mehrere pro-
inflammatorische Zytokine erhoht sind. Ein spezifischer Niedrigdosis-Effekt, die Zytokin-
freisetzung betreffend, konnte nach der Bestrahlung von Hautdquivalenten mit niedrigen
Rontgendosen nicht festgestellt werden. Fiir die humane Haut liegen diesbeziiglich bis jetzt
nur Daten fiir die fraktionierte oder einmalige Bestrahlung mit 0,5 Gy vor. Hier konnte bis
jetzt ein leichter Riickgang der IL-6-Expression gezeigt werden, wiahrend die IL-1alpha-
und IL-8-Freisetzung unverdndert bleibt. Dies gibt einen Hinweis darauf, dass es bei hu-
maner Haut nach Niedrigdosis-Bestrahlung zu einem im Vergleich zum Hautadquivalent

eher anti-inflammatorischen Effekt kommen konnte.
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4 Diskussion

Die Haut ist das grof3te Organ des Menschens und dient hauptsdchlich zum Schutz vor dusseren
Einfliissen. Bei jeder Strahlenexposition, durch das Sonnenlicht oder zu therapeutischen Zwe-
cken, wird die Haut mit bestrahlt. Dies kann einerseits bei hohen Dosen, wie sie beispielsweise
in der Tumortherapie eingesetzt werden, ein Problem sein, da es zu unerwiinschten Neben-
effekten, wie beipielsweise Ekzemen [52], kommen kann. Andererseits wird die Bestrahlung
mit niedrigen Dosen ionisierender Strahlung bereits seit mehreren Jahrzehnten erfolgreich zur
Behandlung chronisch entziindlicher Erkrankungen des Bewegungsapparates und der Haut ein-
gesetzt. Eine Therapiemoglichkeit ist hier zum Beispiel die Bestrahlung mit sehr niedrigen Dosen
Alphastrahlung in Radonheilstollen oder Radonbddern. Obwohl diese Therapien routinemaf3ig
genutzt werden, sind die molekularen Mechanismen der Wirkung jedoch nur wenig oder gar
nicht aufgeklart [26] .

Ziel dieser Arbeit war es, entziindungsrelevante Effekte von Bestrahlung mit ionisierender Strah-
lung, insbesondere mit Kohlenstoffionen und Rontgenstrahlung, auf zellularer und molekularer
Ebene genauer zu untersuchen und mogliche Hinweise auf die Ursachen eines hautspezifischen,
anti-inflammatorischen Effektes nach Niedrigdosisbestrahlung zu erhalten. Hierfiir wurden ver-
schiedene Kultursysteme verwendet und im Rahmen dieser Arbeit etabliert. Ziel hierbei war
es, die Komplexitdt der verwendeten Systeme schrittweise zu erhohen und somit die in vivo-
Situation immer besser abzubilden. Durch eine Kooperation mit der Hautklinik Darmstadt und
die Bewilligung eines Ethikantrags war es moglich im letzten Teil dieser Arbeit als komplexestes
System die in vitro-Kultivierung humaner Haut und deren Bestrahlung zu etablieren und erste
Experimente durzufiihren.

Die hier durchgefiihrten Experimente, die drei unterschiedliche Strahlenqualitidten einschlieen
und deren zelluldren und molekularen Auswirkungen auf vier verschiedene Modellsysteme un-
terschiedlicher Komplexitdt untersuchen, geben erstmalig die Moglichkeit eines Vergleichs der
Effekte die durch verschiedene Strahlenqualitdten in der Haut ausgelost werden. Ausserdem
erlauben diese Versuche durch die Verwendung verschiedener Modellsysteme mit unterschiedli-
cher Komplexitit eine Aussage zu den beteiligten Faktoren.

Die Ergebnisse, die in diesen verschiedenen Kultursystemen nach Bestrahlung mit Rontgenstrah-
lung, Kohlenstoffionen und UV-B-Strahlung sowohl auf zelluldrer als auch molekularer Ebene
erzielt werden konnten werden im folgenden Kapitel hinsichtlich der Fragestellung dieser Arbeit
diskutiert.
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4.1 Etablierung einer Co-Kultur aus Keratinozyten und Fibroblasten

Sehr viele Daten, die in der Literatur zu finden sind, wurden in Monokulturen von Keratinozy-
ten oder Fibroblasten erhoben, werden aber haufig so interpretiert, als wiirden sie fiir humane
Haut gelten. Dabei wird oftmals vernachléssigt, dass es ein sehr grol3er Unterschied ist, ob man
Untersuchungen an einer Monokultur von beispielsweise Keratinozyten oder an einer Co-Kultur,
in der diese Zellen mit Fibroblasten kommunizieren kdnnen, oder gar in einem System macht, in
dem die Zellen in ihrer natiirlichen dreidimensionalen Umgebung wachsen konnen. Die Ergeb-
nisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass das Verhalten der Zellen und insbesondere ihre Antwort
auf externe Reize in den verschiedenen Systemen sehr unterschiedlich und verschieden stark
ausgepragt sein kann.

4.1.1 Eine Co-Kultur von Keratinozyten und Fibroblasten ermdglicht die Kommunikation

der beiden Zelltypen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Co-Kultursystem entwickelt, welches die Kommunikation
zwischen Keratinozyten und Fibroblasten wahrend der Kultivierung ermoglicht. Hierbei wer-
den die beiden Zelltypen jeweils als Monokultur auf dem Boden einer Zellkulturplatte bzw. in
einem Zellkulturinsert kultiviert. In den Versuchen, die im Rahmen einer Bachelorarbeit [43]
durchgefiihrt wurden, wurde ein Medium gefunden, welches die Kultivierung beider Zelltypen
emoglicht. Durch die Verwendung eines Inserts kann eine Kommunikation zwischen den beiden
Zelltypen iber die Freisetzung von Zytokinen und anderen Faktoren in das Medium stattfin-
den. Um dies zu tiberpriifen wurde im Medium die Freisetzung der Zytokine IL-lalpha und
TGF-beta gemessen (Abbildung 3.10). Fiir die Freisetzung dieser beiden Zytokine ist eine Regu-
lierung durch den jeweils anderen Zelltyp unabhéngig von Bestrahlung in der Literatur bereits
beschrieben [15], [53], [54], [55]. In den hier gezeigten Ergebnissen werden in Monokulturen
von Fibroblasten ca. 15 pg TGF-beta pro 10.000 Zellen freigesetzt, wahrend von der gleichen An-
zahl Keratinozyten nur ca. 2 pg freigesetzt werden. Beriicksichtigt man, dass in den Co-Kulturen
etwa die dreifache Anzahl an Fibroblasten verglichen zu Keratinozyten vorhanden ist, miisste
man rechnerisch fiir die Co-Kultur eine Freisetzung von ca. 12 pg pro 10.000 Zellen erwarten,
wenn man davon ausgeht, dass die beiden Zelltypen sich nicht gegenseitig beeinflussen. Die
gemessene Freisetzung liegt jedoch nur bei ca. 3 pg pro 10.000 Zellen. Dies zeigt, dass die TGF-
beta Freisetzung der Fibroblasten durch die Anwesenheit von Keratinozyten deutlich verringert
wird. Dieses Ergebnis bestitigt die Beobachtungen von [15], die ebenfalls gezeigt haben, dass
die TGF-beta-Freisetzung in Co-Kulturen hauptséchlich von Fibroblasten ausgeht und durch die
Anwesenheit von Keratinozyten deutlich herabgesetzt wird. Die Autoren vermuten, dass von
den Keratinozyten ein Botenstoff freigesetzt wird, der eine Aktivierung von NFkappaB und da-
durch eine Blockierung von TGF-beta auslost.
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Die Freisetzung von IL-1alpha ist wiederum von der TGF-beta-Freisetzung abhangig [54], [55].
In Monokulturen von priméren Keratinozyten oder Fibroblasten werden ca. 0,5 bis 1 pg IL-
lalpha pro 10.000 Zellen freigesetzt. In den Co-Kulturen liegt die Freisetzung deutlich niedri-
ger, und zwar bei ca. 0,1 pg. Da bekannt ist, dass TGF-beta die IL-1alpha-Freisetzung negativ
reguliert [54], [55] und Fibroblasten in Co-Kulturen TGF-beta freisetzen, kann man davon aus-
gehen, dass TGF-beta fiir die Verringerung der IL-1alpha-Freisetzung verantwortlich ist.

In Kombination zeigen diese Ergebnisse, dass die Kommunikation zwischen Keratinozyten und
Fibroblasten iiber die Freisetzung von Zytokinen in das Medium der Co-Kultur stattfindet und
mit Hilfe von ELISA-Messungen nachweisbar ist.

4.2 Etablierung der Kultivierung humaner Haut

Alle Modellsysteme, die aus Keratinozyten und Fibroblasten in Co-Kulturen oder auch Hauta-
quivalenten bestehen, sind zwar eine Anndherung an die Situation in humaner Haut, spiegeln
diese jedoch nie komplett wieder. Ein wesentlicher Bestandteil, der in diesen Modellsystemen
fehlt, sind die Immunzellen der Epidermis, die Langerhanszellen. Wie bereits in Abschnitt 1.2.4
erortert, wurde in verschiedenen Arbeiten versucht, Langerhanszellen in Hautdquivalente zu in-
tegrieren, was jedoch nur bedingt gelang [18], [19], [20], [21], [22]. Aus diesem Grund wurde
hier ein Modellsystem etabliert, bei dem humane Haut in vitro kultiviert wird. Diese enthélt die
in der Epidermis residierenden Langerhanszellen und bildet damit die in vivo-Situation so gut
wie moglich nach. Trotzdem ist zu beriicksichtigen, dass auch in diesem Modellsystem wichtige
Faktoren, wie beispielsweise das vaskuldre System oder Immunzellen, die normalerweise durch
bestimmte Signale angelockt werden, nicht mehr funktionell sind bzw. fehlen.

4.2.1 Die Kultivierung humaner Haut ist ex vivo fir bis zu 4 Tage mdglich

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die in vitro Kultivierung von humaner Haut fiir bis zu 4 Tage
etabliert werden. Aufgrund der Erfahrungen mit der Co-Kultivierung von Keratinozyten und Fi-
broblasten, der Kultivierung der Hautdquivalente, als auch durch Literaturrecherche, konnte mit
RPMI und dem Zusatz von 10 % FCS und Antibiotika ein geeignetes Kulturmedium fiir huma-
ne Haut gefunden werden. Die Proben jedes Experiments wurden mit einer nicht kultivierten
Probe des gleichen Spenders verglichen (Abbildung 3.36) um tiefgreifende Kultureffekte aus-
zuschliel3en, aber auch um den Zustand der Hautproben nach dem Transport zu iiberpriifen.
Alle Hautproben in Kultur wurden zuerst fiir ca. 16 h aquilibriert bevor sie bestrahlt wurden.
Dies heisst, dass dem angegebenen Zeitpunkt nach Bestrahlung bereits eine Kultivierungsdauer
von 16 h voraus geht. Der Vergleich der Zeitpunkte 12 h, 24 h und 48 h nach einer moglichen
Bestrahlung zeigt, dass die Kontrollen ihre Morphologie kaum verdndern, die dreidimensionale
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Struktur des Gewebes sehr gut erhalten bleibt und kaum Unterschiede zu der nicht kultivierten,
sofort nach Entnahme fixierten Probe zu erkennen sind.

Die Basalschicht besteht aus einer palisadenartig angeordneten Zellschicht. Zwischen den Basal-
zellen befinden sich Melanozyten, welche an ihrer braunen Erscheinung zu erkennen sind. Eine
Immunfarbung des Apoptosemarkers aktivierte Caspase 3 (Abbildung 3.37) bestitigte das Er-
gebnis der Hematoxylin-Eosin-Farbung, dass in den Hautexplantaten keine apoptotische Zellen
vorliegen. Ein weiterer Hinweis auf die Viabilitdt der Hautexplantate ist die Proliferationsfa-
higkeit. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Explantate bis zu 48 h nach der moglichen
Bestrahlung immer noch eine gute Proliferationsfahigkeit aufweisen (Abbildung 3.38). Nach
24 h ist diese sogar vergleichbar mit der der nicht kultivierten Proben, nimmt jedoch nach 72 h
merklich ab.

Diese Eigenschaften des Modellsystems zeigen, dass es sich fiir eine Beobachtung von Bestrah-
lungeffekten im Rahmen von bis zu 48 h nach einer Bestrahlung sehr gut eignet. Daten aus der
Literatur [48] [49] [50] bestdtigen die hier beobachten Eigenschaften der Hautexplantate in
Kultur. Dort werden ebenfalls Hautproben von z.B. &sthetischen Eingriffen verwendet, fiir bis
zu 72 h nach einer vorangegangenen {iiber-Nacht-Inkubation kultiviert und als Modellsystem
fiir verschiedene Tests wie z.B. Toxizitatstests verwendet. Morphologisch entsprechen diese Ex-
plantate den hier gezeigten sehr gut. Es wird ebenfalls iiber eine kulturbedingte Abnahmen der
Proliferationfahigkeit nach 3 Tagen berichtet, die jedoch keine Auswirkungen auf die Viabilitat
der Explantate zu fritheren Zeitpunkten hat [48]. Ein Vorteil des hier verwendeten Kultursys-
tems ist ausserdem der Einsatz von RPMI-Medium, welches kein Hydrochortison enthélt. Dies
ist insbesondere bei der Untersuchung von anti-inflamatorischen Effkten wie z.B. nach Niedrig-
dosisbestrahlung sehr wichtig, da gezeigt wurde, das niedrige Dosen Hydrochortison ebenfalls
anti-inflammatorische Effekte hervorrufen konnen [56]. Dies wiirde einen moglichen Effekt der
Bestrahlung verfalschen.

4.2.2 Langerhanszellen bleiben wahrend der Kultivierungsdauer erhalten

Wie bereits erwdhnt sind die in der Epidermis residierenden Langerhanszellen eine wichtige
Komponente fiir die Reaktion von humaner Haut auf verschiedene dussere Einfliisse. Diese
Zellen sind sehr mobil und konnen aktiv migrieren, um ihrer Hauptaufgabe, der Vermittlung
der primidren Immunantwort, gerecht zu werden. Durch verschiedene Stimuli, wie zum Bei-
spiel pro-inflammatorische Zytokine, wird in vivo die Migration von Langerhanszellen zu den
Lymphgefal2en und von dort zu den Lymphknoten aktiviert [7]. Hierfiir wird die E-Cadherin-
Expression, die die Adhésion zwischen LCs und Keratinozyten vermittelt, inhibiert [57] und die
Freisetzung von Matrix-Metalloproteasen aktiviert. Dies ermoglicht die Passage durch die Ba-
salmembran und die Wanderung durch die Dermis bis zu einem Lymphgefaf3. Wahrend reife
dendritische Zellen Antigene zu den Lymphknoten transportieren konnen, transportieren unrei-
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fe dendritische Zellen sogenannte self antigens wie zum Beispiel Melanosomen um die Toleranz
des Immunsystems gegen korpereigene Zellen aufrecht zu erhalten [7].

Die Migration von Langerhanszellen kann sowohl in vivo als auch in vitro beobachtet werden
[7]. Laut diesen Quellen durchlaufen die Langerhanszellen einen verfriihten Reifungsprozess,
der zur Folge hat, dass sie aktiv aus den Hautexplantaten auswandern [58]. Dieser Prozess be-
ginnt bereits 4 h nach Beginn der Kultivierung und wird nach 24 h anhand der Anzahl der
LCs in der Epidermis deutlich. Die Migration der Langerhanszellen wird unter anderem durch
IL-1beta als auch durch TNF-alpha reguliert. Eine Neutralisierung dieser beiden Zytokine durch
die Zugabe von Antikorpern zu dem Medium fiihrt zu einer deutlich verringerten Migration von
dendritischen Zellen aus dem Explantat [51].

In dem hier verwendeten Modellsystem wurde untersucht, ob die Langerhanszellen, wie erwar-
tet, nach einer Kultivierung von ca. 24 h bereits aus dem Explantat ausgewandert sind. Zu den
Zeitpunkten 1 h, 12 h und 24 h nach einer moglichen Bestrahlung zeigte sich jedoch in den
Hautexplantaten, dass die Anzahl der Langerhanszellen im Vergleich zu der nicht kultivierten
Probe fast unverandert bleibt (Abbildung 3.39). Eine Quantifizierung wurde nur fiir den 24 h-
Zeitpunkt durchgefiihrt, bestitigt aber dieses Ergebnis (Abbildung 3.47). In dem Fall der hier
augewerteten Probe liegt die Anzahl der Langerhanszellen sogar leicht iiber der Anzahl in den
nicht kultivierten Proben. Dies gibt ein Hinweis darauf, dass die Anzahl der LCs innerhalb einer
einzigen Hautprobe bereits stark schwanken kénnen. Da jedoch zu allen beobachteteten Zeit-
punkten keine massive Abhnahme der Anzahl der LCs zu beobachten ist, liegt nahe, dass es in
dem hier verwendeten Kultursystem im beobachteten Zeitpunkt nicht, oder nur bei sehr we-
nigen Langerhanszellen zu einer Migration bzw. einer Auswanderung aus dem Hautexplantat
kommt. Dies kann auch ein Hinweis darauf sein, dass in dem Kultursystem sehr wenig TNE-
alpha und IL-1beta vorhanden ist, da gezeigt wurde, dass es ohne diese beiden Zytokine zu
einer verminderten Migration der Langerhanszellen kommt [51].

Die Anwesenheit der Langerhanszellen iiber einen ldngeren Kulturzeitraum zeigt jedoch auch,
dass das Modellsystem die in vivo Bedingungen gut nachstellt. Die im Explantat vorhandenen
Langerhanszellen geben keine Hinweise darauf, dass es sich um apoptotische Zellen handelt.
Sie weisen keinen kondensierten Kern auf und sind nicht positiv fiir aktivierte Caspase 3. Aus-
serdem zeigen sie sehr deutlich die, fiir diesen Zelltyp typischen langen Fortsétze, die, ebenso
wie die ganze Zelle, CD1a-positiv sind. Dies spricht dafiir, das die Hautexplantate iiber einen
Zeitraum von mindestens 24 h vitale Langerhanszellen enthalten, die an einem Strahlungsef-
fekt mitwirken konnen.
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4.3 Zelltod nach Bestrahlung

In der Tumortherapie werden hohe Dosen ionisierender Strahlung zur gezielten Inaktivierung
eines Tumors eingesetzt. Dabei kommt es jedoch zu Hautreaktionen als Nebeneffekt, die klinisch
anhand einer Skala beurteilt werden konnen. Diese reicht von 1 bis 5 wobei 1 fiir eine leichte
Erythembildung und 5 fiir eine feuchte Abschuppung, die das ganze Bestrahlungsfeld betrifft,
steht. In einem 1997 an der GSI durchgefiihrten Bestrahlungsexperiment mit Schweinen [30]
konnte gezeigt werden, dass die Hautreaktionen nach der Bestrahlung mit Kohlenstoffionen sich
nicht signifikant von denen nach einer dquivalenten Dosis Rontgenbestrahlung unterscheiden.
Die beobachteten Hautreaktionen treten nach der Bestrahlung mit Kohlenstoffionen nach ca.
30 Tagen und damit wenige Tage frither auf als nach Rontgenbestrahlung. Es gibt jedoch kei-
nen Unterschied in der Stirke der auftretenden Effekte, die sich in der Auswertung mit Hilfe
der beschriebenen Skala wiederspiegeln wiirden. Dieses Ergebnis entspricht nicht den fiir die
DNA-Schadigung bekannten Daten, die gezeigt haben, dass Kohlenstoffionen schwerwiegende-
re Schidden hervorrufen als Photonen, da Kohlenstoffionen geclusterte und deshalb schwerer zu
reparierende DNA-Schiden hervorruft [59] . In dieser Arbeit sollte einerseits tiberpriift werden,
ob die Bestrahlung mit Kohlenstoffionen ebenfalls einen anderen Effekt als Rontgenbestrahlung
hinsichtlich Zelltod, Zytokinfreisetzung, Gewebehomoostase und -organisation haben, anderer-
seits sollte der Frage nach einem spezifischen Niedrigdosis-Effekt sowohl fiir Rontgen-, als auch
fiir Kohlenstoffbestrahlung nachgegangen werden.

Um dies zu untersuchen, wurde zuerst das Vorkommen von Zelltod in allen verwendeten Mo-
dellsystemem betrachtet. Nach Bestrahlung kann es zu Zelltod kommen. Einerseits kann nach
hohen Dosen oder Intensitiaten Nekrose auftreten, was ein unkontrolliertes Freisetzen von Zell-
bestandteilen zur Folge hat und meist zu einer Entziindung fiihrt. Andererseits kann es zur
programmierten und damit geordneten Form des Zelltodes, der Apoptose kommen, die, wenn
sie in geringem Mal3e auftritt, anti-inflammatorische Effekte haben kann [44]. Um herauszufin-
den, ob Nekrose oder Apoptose in den hier verwendeten Modellsystemen zu einem pro- oder
anti-inflammatorischen Effekt beitragen, wurde deren Auftreten genauer untersucht.

4.3.1 Nekrose spielt nach der Bestrahlung von Mono- und Co-Kulturen als auch von

Hautaquivalenten keine Rolle

Insbesondere nach Bestrahlung mit hohen Dosen ionisierender Strahlung oder UV-B-Intensititen
konnen Zellen so schwer geschidigt werden, dass die Membranintegritdt verloren geht, der
Zellinhalt freigesetzt wird und die Zelle schlieRlich abstirbt. Es handelt sich hierbei um einen
unkontrollierten Prozess, des meist eine Entziindungsreaktion zur Folge hat. Nekrose kann in
Zell- und Gewebekulturen durch das Vorhandensein des Proteins HMGB1 im Kulturmedium
nachgewiesen werden. HMGB1 ist ein Protein, welches in vitalen und intakten Zellen an der
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DNA-Organisation und der Regulierung der Transkription beteiligt ist. Sobald jedoch die Mem-
branintegritit verloren geht, wird es in das Medium freigesetzt [46].

Um das Auftreten von Nekrose in den hier verwendeten Kultursystemen zu untersuchen, wur-
de die HMGBI1-Freisetzung in das Medium mit Hilfe eines ELISA-Tests gemessen. In Mono-
kulturen von Keratinozyten konnten nach ionisierender Strahlung keine erhohten HMGBI1-
Konzentrationen detektiert werden (Abbildung 3.5). Dies deutet darauf hin, dass Nekrose nicht
in relevantem Mal3e induziert wird. Im Medium UV-B bestrahlter Keratinozyten ist nach einer
Intensitéit von 40 mJ/cm? die HMGB1-Konzentration um das Vierfache im Vergleich zu den
Kontrollen erhoht. In diesen Proben konnte sowohl im Western Blot als auch in der Analyse der
Zellen in der Sub-G1-Phase Apoptose detektiet werden (Abbildung 3.3 und 3.4). In Zellkultur-
systemen kann es aufgrund der fehlenden Makrophagen, die an der Beseitigung apoptotischer
Zellen beteiligt sind zu einer sogenannten "apoptotischen Nekrose" kommen, bei der die Mem-
branintegritit der apoptotic bodies verloren geht und deren Inhalt freigesetzt wird [36]. Hierbei
wird ebenfalls HMGB1 freigesetzt [46]. Es konnte also sein, dass die hier beobachtetet HMGB1-
Freisetzung auch durch apoptotische Zellen hervorgerufen wird. Jedoch wére dies mit 24 h ein
sehr frither Zeitpunkt fiir das Auftreten von apoptotischer Nekrose. Deshalb ist es wahrschein-
lich, dass die Bestrahlung mit einer solchen, relativ hohen Intensitit sowohl Nekrose als auch
Apoptose in den bestrahlten Keratinozyten auslost und die HMGB1-Freisetzung durch beide
Prozesse induziert wird.

In einem komplexeren System, den Co-Kulturen aus Keratinozyten und Fibroblasten kommt es
sowohl durch Rontgen- als auch UV-B-Bestrahlung nur zu einer leichten Erh6hung der HMGB1-
Freisetzung (Abbildung 3.8). Im Medium der Hautdquivalente konnte sowohl in Kontrollen als
auch nach Bestrahlung keine HMGB1-Freisetzung gemessen werden. Dies weist darauf hin, dass
in den Co-Kulturen durch die Bestrahlung keine Nekrose induziert werden kann und auch in
den Hautdquivalenten das Nekroselevel so niedrig ist, dass die HMGB1-Freisetzung mit Hilfe
des hier verwendeten ELISA-Tests nicht erfasst werden kann. Die Hematoxylin-Eosin-Farbungen
der Hautdquivalente bestdtigen das Ergebnis, dass in dem Gewebe morphologisch keine Hin-
weise auf nekrotische Zellen zu finden sind.

Insgesamt zeigen die Untersuchungen, dass der Anteil an nekrotischen Zellen in allen Modellsys-
temen sehr niedrig ist und auch durch Bestrahlung kein nennenswerter Anteil an nekrotischen
Zellen induziert werden kann. Lediglich nach UV-B-Bestrahlung mit einer hoheren Intensitat
kommt es zu einer erhohten HMGB1-Freisetzung, die auf Nekrose hinweist. Dies zeigt, dass bei
den hier verwendeten Strahlungsarten, Zeitpunkten, Dosen und Intensitdten Nekrose keine be-
deutende Rolle hinsichtlich strahleninduzierter Effekte spielt und demzufolge als Ursache fiir
mogliche Entziindungsreaktionen weitestgehend ausgeschlossen werden kann.
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4.3.2 Monokulturen, Co-Kulturen und humane Hautaquivalente zeigen nach

ionisierender Bestrahlung keine Apoptose

Im Gegensatz zu Nekrose ist Apoptose ein kontrollierter Prozess. Apoptose kann ei-
ne Entziindungsreaktion nicht nur durch das Fehlen pro-inflammatorischer Signale, wie
z.B. die Freisetzung des Zellinhaltes, verhindern, sondern ihr auch durch die Freisetzung
anti-inflammatorischer Zytokine aktiv entgegen wirken [44] [45]. Insbesondere die anti-
entzlindlichen Effekte der Niedrigdosisbestrahlung, wie sie beispielweise bei einer Radonthe-
rapie erzielt werden kénnnen, werden in manchen Publikationen auf die Apoptose einzelner
Zellen zuriick gefiihrt [25]. Es wird diskutiert, dass diese Zellen selbst bestimmte Zytokine frei-
setzen, wodurch die Freisetzung anti-inflammatorischer Zytokine von benachbarten Zellen an-
geregt und ein grol3flachig wirkendes, entziindungshemmendes Milleu erzeugt wird. Dafiir gibt
es jedoch keine oder nur sehr wenige, aussagekraftige Daten in der Literatur. Insbesondere ob
mit diesem Mechanismus der anti-inflammatorische Effekt in humaner Haut im Rahmen einer
Radontherapie bei Psoriasis oder Neurodermitis erklart werden kann ist unklar.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in Monokulturen aus Keratinozyten weder durch
die Bestrahlung mit Rontgenstrahlung noch durch die Bestrahlung mit Kohlenstoffionen Apop-
tose induziert werden kann. Dies wurde mit Hilfe der Sub-G1-Analyse (Abbildung 3.4) und der
Detektion aktivierter Caspase 3 im Westernblot (Abbildung 3.1 und 3.2) nachgewiesen. Wah-
rend einzelne apoptotische Zellen im Western Blot unter Umstidnden nicht detektiert werden
konnen, ist die Analyse der Zellen, die sich bei einer FACS-Messung in der Sub-G1-Phase befin-
den, eine sensitivere Methode. Der Anteil an Zellen, die sich nach der Bestrahlung mit 10 Gy
Rontgenstrahlung oder 2 Gy Kohlenstoffionen in der Sub-G1-Phase befinden liegt fiir alle Zeit-
punkte zwischen 24 h und 5 Tagen, die hier beobachtet wurden, bei deutlich unter 5 %. Diese
Daten stimmen sehr gut mit der Literatur iiberein. Petit-Frere [60] konnte in primiren Keratino-
zyten (NHEK) ebenfalls keine Apoptose nach Gammabestrahlung mit bis zu 20 Gy induzieren,
wohingegen in der haufig verwendeten Keratinozyten-Zelllinien HaCaT und auch in einer Tu-
morzelllinie (HeLa) Apoptose induziert werden konnte. Die hier vorliegenden Daten ergédnzen
dieses Ergebnis und zeigen, dass auch durch die Bestrahlung mit Kohlenstoffionen keine Apop-
tose in Monokulturen induziert werden kann.

Auch in den Hautdquivalenten wurde weder nach der Bestrahlung mit Rontgenstrahlung noch
mit Kohlenstofffionen Apoptose beobachtet. Um Apoptose in den Hautdquivalenten zu analysie-
ren wurde aktive Caspase 3, die als klassischer und zuverlassiger Marker fiir Apoptose gilt, mit
Hilfe einer Antikorperfarbung detektiert (3.13, 3.14 und 3.15).

Es gibt in der Literatur wenige Daten, die sich mit den hier gezeigten Daten direkt vergleichen
lassen. Die meisten Arbeitsgruppen, die sich mit Bestrahlungseffekten in humaner Haut beschéf-
tigen untersuchen die Effekte von UV-Strahlung, da die Haut dieser am haufigsten ausgesetzt
ist. Die Bestrahlung mit ionisierender Strahlung ist hauptsichlich bei der Strahlentherapie von

126



Tumoren von Bedeutung. In diesem Zusammenhang werden zum Beispiel in der Haut auftre-
tende Nebeneffekte beobachtet und untersucht [61]. Hierbei handelt es sich jedoch meist um
in vivo-Versuche, bei denen dem Patienten nach der Bestrahlung Biopsien entnommen werden.
Solche Studien sind jedoch nur im Rahmen einer Therapie in einer Klinik moglich und sind aus
ethischen Griinden schwierig.

In in vivo-Experimenten, bei denen Hautbiopsien eine und 6 Wochen nach der ersten Bestrah-
lung einer, in 35 Fraktionen mit jeweils 2 Gy durchgfiihrten, Strahlentherapie von Patienten
mit einem Prostatakarzinom entnommen wurden, konnte gezeigt werden, dass Apoptose erst 6
Wochen nach der ersten Bestrahlung auftritt [61]. Dies bedeutet, dass es sich dabei um einen
relativ spaten Bestrahlungseffekt handelt, der in den hier verwendeten kurzen Kulturzeitrau-
men unter Umstanden nicht beobachtet werden kann. Ausserdem bleibt selbst nach dieser Zeit
das Apoptoselevel auf einem relativ geringen Niveau von maximal 1,5 Zellen pro 1 mm Epider-
mis, wiahrend es zu allen fritheren Zeitpunkten gegeniiber der Kontrolle nicht erhoht ist. Dies
ist ebenfalls ein Hinweis darauf ist, dass Apptose kein akuter Effekt nach der Bestrahlung ist.
Apoptose wurde in diesen Versuchen mit dem Marker yH2AX detektiert, der jedoch alle Formen
von Strangbriichen in der DNA die z.B. durch Differenzierung entstehen konnen, markiert und
so den gezihlten Anteil an apoptotischen Zellen wahrscheinlich hoher erscheinen lasst, als er
mit einem anderen Apoptosemarker wie z.B. aktive Caspase 3 hitte detektiert werden konnen.
Die Arbeitsgruppe von Su [62] verwendet humane Hautdquivalente der Firma MatTek, wie
sie auch in dieser Arbeit vewendet wurden und bestrahlt diese mit Gammastrahlung von bis
zu 5 Gy. Die Proben wurden 24 h und 48 h nach der Bestrahlung mit Hilfe eines TUNEL-Assays
untersucht. Hier wird jedoch deutlich, dass bereits in den Kontrollen iiber 5 % der Zellen TUNEL-
positiv sind und sich dieser Wert nach einer Bestrahlung mit 5 Gy auf ca. 40 % erhoht. Dabei
ist jedoch zu bedenken, dass mit Hilfe des TUNEL-Assays freie 3’-Enden der DNA detektiert
werden, die bei der DNA-Fragmentierung entstehen, allerdings kommt es in der Haut nicht nur
durch Apoptose, sondern auch durch den Differenzierungsprozess der Keratinozyten zu einer
Fragmentierung der DNA. In einer anderen Publikation wurde gezeigt, dass diese differenzie-
renden Zellen ebenfalls TUNEL-positiv sind, obwohl sie keine klassische Apoptose durchlaufen
[63]. Ausserdem konnnen auch durch die Bestrahlung freie 3’-Enden in der DNA vorliegen, die
zu frithen Zeitpunkten nach der Bestrahlung dann ebenfalls mit angeféarbt werden. Zudem zeigt
die in dieser Publikation gezeigte Hematoxylin-Eosin-Farbung einer Kontrolle keine normale,
fiir ein vitales Hautdquivalent typische Struktur. Eine solche Vorschddigung kann die erhohte
Apoptoserate nach der Bestrahlung ebenfalls erklaren.

Am Besten vergleichbar sind die hier vorliegenden Daten zumindest fiir eine Dosis von 2 Gy
Rontgenstrahlung mit den in [64] erwdhnten, jedoch nicht gezeigten Ergebnissen. Hier wird
beschrieben, dass sowohl in den nicht bestrahlten Kontrollen als auch in den mit 0,1 Gy und 2
Gy Rontgenstralung bestrahlten Hautdquivalenten weniger als 4 % der Zellen positiv fiir aktive
Caspase 3 waren und deren Anzahl nach Bestrahlung nicht erhoht ist. Dieses Ergebnis wider-
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spricht einerseits der im vorangegangenen Abschnitt diskutierten Ergebnisse von [62], ist aber
in guter Ubereinstimmung mit den hier vorliegenden Ergebnissen fiir das gleiche Hautiquiva-
lent.

Andere Ansétze, die sich mit den Bestrahlungseffekten in den Hautdquivalenten EFT400 be-
schéftigen, testen nicht, ob in den bestrahlten Kulturen Apoptose auftritt [31], [65]. Jedoch
zeigen in diesen Publikationen die Hemtoxylin-Eosin-Farbungen der verwendeten Hautmodelle
ebenfalls keine Anzeichen, dass apoptotische Zellen vorliegen.

Weitere Versuche, bei denen Haut mit ionisierender Strahlung bestrahlt wurde, wurden zum
Beispiel in Schweinen in vivo durchgefiihrt [63].Nach der Bestrahlung mit 50 Gy Gammastrah-
lung wurde nach 3 Tagen eine 17-fache Erhohung der Caspase 3-positiven Zellen im Vergleich
zur Kontrolle beobachtet. Allerdings entspricht diese Erhohung, wenn man die Anzahl der Ba-
salzellen anhand der gezeigten Bilder in dieser Publikation auf ca. 50 schitzt, einem Anstieg um
durchschnittlich 3,4 Zellen pro ausgewertetem Sichtfeld. Somit ist der Anteil an apoptotischen
Zellen bezogen auf die Gesamtzellzahl in der Basalschicht trotz einer Dosis von 50 Gy relativ
gering.

Demnach stimmen die hier vorliegenden Ergebnisse, die zeigen, dass fiir die verwendeten Dosen
bis 10 Gy Rontgenstrahlung und bis zu 2 Gy Kohlenstoffbestrahlung und beobachteten Zeitrau-
me von bis zu 3 Tagen keine Apoptose auftritt, mit den in der Literatur verfiigbaren Daten im
Wesentlichen tiberein. Trotzdem sind die hier gezeigten Versuche die ersten, die Apoptose nach
der Bestrahlung eines Hautdquivalents mit Kohlenstoffionen untersuchen und eine direkte Ver-
gleichbarkeit mit Rontgenstrahlung ermoglichen.

4.3.3 Monokulturen zeigen nach UV-B-Bestrahlung Anzeichen von Apoptose

Fiir priméare Keratinozyten wurde gezeigt, dass durch die Bestrahlung mit UV-B-Strahlung im
Gegensatz zu der Bestrahlung mit ionisierender Strahlung Apoptose induziert werden kann
[60], [66]. Mit einer Intensitit von ca. 130 mJ/cm? kann 24 h nach der Bestrahlung eine
Apoptoserate von 30% erreicht werden. Dies entspricht den hier gezeigten Daten fiir die UV-
B Bestrahlung von Keratinozyten sehr gut (Abbildung 3.3 und 3.4).

Allgemein zeigt dies, dass die hier verwendeten Keratinozyten in der Lage sind Apoptose zu
durchlaufen und die dafiir notwendigen Signalwege intakt sind. Fiir immortalisierte Keratino-
zyten (HaCaT) konnte gezeigt werden, dass die durch UV-B induzierte Apoptose mit 24 h nach
der Bestrahlung friiher auftritt als eine von Gammastrahlung induzierte Apoptose, die erst nach
48 h deutlich beobachtet werden konnte [60]. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Apoptose
durch verschiedene Mechanismen induziert werden muss [60].

In den hier gezeigten Experimenten konnte im Western Blot aktive Caspase 3 nach ca. 12 Stun-
den nachgewiesen werden, in der Sub-G1-Analyse nach 24 h und deutlicher nach 48 h. Wenn
man davon ausgeht, dass ein Effekt der durch ionisierende Strahlung hervorgerufen wird spater
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auftritt, zeigt dies, dass die hier meist gewahlten Zeitpunkte von 24 h, 48 h und 3 Tagen den
Bereich, in dem ein Effekt zu erwarten ist, sehr gut abdecken.

4.3.4 Pyknotische Zellen in der Epidermis von humanen Hautaquivalenten treten nach der

Bestrahlung mit Kohlenstoffionen und UV-B-Strahlung auf

In Hautdquivalenten konnen sowohl nach der Bestrahlung mit UV-B, als auch nach Kohlen-
stoffbestrahlung pyknotische Kerne in der Epidermis beobachtet werden. (Abbildung 3.24 und
3.25). Insbesondere nach UV-B-Bestrahlung sind sogenannte sunburn cells als Bestrahlungeffekt
beschrieben. Diese Zellen weisen einen kondensierten Kern und ein mit Eosin kraftig pink ange-
farbtes Cytoplasma auf und sind hauptsichlich in der Basalschicht lokalisiert [67], konnen aber
wahrend des Differenzierungsprozess der Epidermis in hohere Epidermisschichten wandern. Sie
werden in der Literatur als klassische, apoptotische Zellen beschrieben, in denen Caspase 3 ak-
tiviert ist [68]. In den hier vorliegenden pyknotischen Kernen in der Epidermis konnte jedoch
keine aktivierte Caspase 3 nachgewiesen werden (Abbildung 3.15 und 3.16). Es ist ausserdem
auffallig, dass fast alle der beobachteten pyknotischen Zellen nicht in der Basalschicht sondern
in suprabasalen Schichten und teilweise direkt unter dem stratum corneum liegen. In der Po-
sitivkontrolle fiir die Antikorperfirbung gegen aktivierte Caspase 3 wird deutlich, dass auch
dort insbesondere die apoptotischen Zellen in der Basalschicht, nicht jedoch die Zellen in su-
prabasalen Schichten, die einen pyknotischen Kern aufweisen, angeféarbt sind. Dies konnte ein
Hinweis darauf sein, dass es sich bei den in den bestrahlten Proben beobachteten Zellen zwar
um sogenannte sunburn cells handelt, diese jedoch nicht mehr positiv fiir aktivierte Caspase 3
sind, da die Apoptose bereits zu weit fortgeschritten ist. Es wurden jedoch auch Hematoxylin-
Eosin-Farbungen fiir frithere Zeitpunkte nach UV-B Bestrahlung wie zum Beispiel 12 h, 6 h
und 1 h untersucht. Aber auch hier sind keine Zellen, die die morphologischen Merkmale der
sunburn cells aufweisen in der Basalschicht zu finden. Ausserdem ist es moglich, dass die hier
verwendeten UV-B-Intensitidten fiir das Auftreten von sunburn cells in den hier verwendeten
Hautédquivalenten zu gering sind. Kandarova [69] kann fiir die der Firma MatTek nach einer
kombinierten Bestrahlung mit 200 mJ/cm? UV-B und 30 J/cm? UV-A 24h nach Bestrahlung
ebenfalls nur wenige sunburn cells mit Hilfe einer Hematoxylin-Eosin-Farbung nachweisen. In
einem Sichtfeld, welches ca. 25 Basalzellen enthélt, sind 4 Zellen als sunburn cells gekennzeich-
net.

In der in dieser Arbeit verwendeten UV-B Lampe ist zwar auch ein Anteil von ca. 25-30 % UV-A
enthalten, dies macht jedoch bei einer Bestrahlung mit 100 mJ/cm? nur einen Anteil von ca.
25-30 mJ/cm? aus. Da die minimal erythema dose (EMD) fiir UV-A mit ca 15 J/cm? um das tau-
sendfache hoher liegt, kann dieser UV-A-Anteil vernachlassigt werden.

Qin [70] zeigt nach der Bestrahlung eines Epidermisiquivalents mit 100 mJ/cm? UV-B-
Strahlung einen hohen Anteil apoptotischer Zellen. Allerdings muss dabei bedacht werden, dass
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in diesem Modell keine Fibroblasten vorhanden sind, die mit den Keratinozyten kommunizie-
ren und zum Effekt nach der Bestrahlung beitragen kénnen. Es ist in der Literatur beschrieben,
dass ein System durch die Zunahme der Komplexitat stabiler und somit auch resistenter gegen
Bestrahlungseffekte wird [10].

Es sind in der Literatur keine weiteren Daten zu finden, die Angaben zu den Effekten von UV-
B-Strahlung und insbesondere zur Lokalisation aktivierter Caspase 3 auf die hier verwendeten
Hautédquivalenten machen. Alle vorliegenden Publikationen verwenden, wie im vorangegan-
genen Abschnitt diskutiert, entweder eine Kombination aus UV-A und UV-B oder untersuchen
andere Hautédquivalente, die nicht mit dem hier verwendeten Modell vergleichbar sind.

Die hier gezeigten Daten und bereits publizierte Studien zeigen, dass es nicht eindeutig klar
ist, ob eine Bestrahlung der Hautiquivalente mit 100 mJ/cm? {iberhaupt in der Lage ist klassi-
sche sunburn cells, die mit apoptotischen Zellen gleichzusetzen sind, zu induzieren. Ausserdem
ist nicht klar, ob die in einem Epidermisdquivalent gefundenen pyknotischen Kerne [69] tat-
sdchlich positiv fiir aktive Caspase 3 sind, da dies in dieser Quelle nicht untersucht wird. Das
hier gezeigte Ergebnis, dass nach Bestrahlung mit UV-B-Strahlung zwar pyknotische Kerne in
der Epidermis zu finden sind, diese jedoch nicht positiv fiir aktive Caspase 3 sind, widerspricht
deshalb nicht direkt den Daten aus der Literatur. Ob es sich bei den in den hier vorliegenden Er-
gebnissen gefundenen pyknotischen Zellkernen in der Epidermis nach der Bestrahlung mit UV-B
tatsdchlich um klassische sunburn cells handelt, konnte nicht abschlieBend geklart werden.

Die Tatsache, dass die hier auftretenden pyknotischen Kerne in hoheren Schichten der Epidermis
liegen, nicht positiv fiir aktivierte Caspase 3 sind und sowohl fiir die Bestrahlung mit UV-B als
auch fiir die Bestrahlung mit Kohlenstoffionen und Rontgenstrahlung vorkommen, konnte dafiir
sprechen, dass es sich bei den beobachteten Zellen nicht um klassische, apoptotische sunburn
cells handelt, sondern zum Beispiel um eine Vorstufe der Parakeratose. Diese Hypothese wird im
Zusammenhang mit der auftretenden Parakeratose noch genauer diskutiert.

4.3.5 Trotz der Anwesenheit von Langerhanszellen in humaner Haut induziert

Bestrahlung keine Apoptose

Das Fehlen von Immunzellen in humanen Hautdquivalenten konnte ein Grund fiir die nicht
auftretende Apoptose nach Bestrahlung sein. Es ware moglich, dass wichtige Faktoren fiir die
Apoptose-Induktion von Immunzellen freigesetzt werden. Die Einleitung der Apoptose nach UV-
B Bestrahlung hangt zum Beispiel einerseits von der direkten DNA-Schadigung, dem oxidativen
Stress und der Aktivierung von Oberflachenrezeptoren der Keratinozyten, aber auch sehr stark
von der Mikroumgebung der Zellen und der dort herrschenden Balance zwischen Uberlebens-
und Zelltodfaktoren ab [67]. Ausserdem ist es insbesondere fiir hohe UV-B Intensititen beschrie-
ben, dass die Langerhanszellen selbst in Apoptose gehen, was den immunsuppresiven Effekt der
UV-B Strahlung erklart. Durch das Fehlern der intakten Langerhanszellen kann es zu keiner
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Antigenreprasentation kommen, was dann zu einer verminderten Sensitivitit gegeniiber Kon-
taktallergenen fiihrt [34].

In der hier vorliegenden Arbeit konnte fiir humane Haut stichprobenartig fiir hohe und niedrige
Dosen Rontgenstrahlung gezeigt werden, dass nach Bestrahlung kein erhohter Anteil apoptoti-
scher Zellen gefunden werden kann (Abbildung 3.40). Dies zeigt einerseits, dass das Fehlen von
Apoptose nach Bestrahlung von Hautidquivalenten nicht auf die Abwesenheit von Langerhan-
szellen zuriickgefiihrt werden kann und dass die Hautdquivalente auch ohne die Anwesenheit
von Immunzellen als Modellsystem fiir die hier durchgefiihrten Experimente geeignet sind. Aus-
serdem zeigen diese Ergebnisse gemeinsam mit dem Befund, dass die Anzahl an Langerhanszel-
len nach Bestrahlung nicht signifikant abnimmt (Abbildung 3.46) auch, dass durch Bestrahlung
mit ionisierender Strahlung die Langerhanszellen selbst nicht in Apoptose gehen.

Donetti [49] verwendet ebenfalls humane Hautexplantate und bestrahlt diese mit 2 Gy Gamma-
strahlung. Obwohl in dieser Publikation keine Marker fiir Apoptose verwendet werden, zeigen
Hematoxylin-Eosin-Farbungen, dass keine Apoptose nach der Bestrahlung auftritt. Es wird be-
schrieben, dass die bestrahlten Proben 24 h nach Bestrahlung vital sind und keine histologischen
Veranderungen gegeniiber den Kontrollen aufweisen. Dies unterstiitzt die hier vorliegenden Er-
gebnisse fiir die Rontgenbestrahlung humaner Hautexplantate.

4.4 Zytokinfreisetzung nach Bestrahlung

Neben der sekundiren Freisetzung von Zytokinen, beispielsweise durch strahleninduzierte
Apoptose, kann die Zytokinfreisetzung der Zellen auch direkt moduliert werden. Die Freisetzung
sowohl pro- als auch anti-inflammatorischer Zytokine kann beispielsweise durch die Bestrahlung
erhoht oder erniedrigt, aber auch induziert werden [71]. Wahrend es in Monokulturen eindeutig
ist, von welchen Zellen das freigesetzte Zytokin stammt, kann dies bei Co-Kulturen und dreidi-
mensionalen Kultursystemen nicht mehr zugeordnet werden. Allerdings ist insbesondere fiir
die Zytokinfreisetzung die Kommunikation zwischen den verschiedenen Zelltypen von grofRer
Bedeutung, da bereits sehr kleine Mengen eines Zytokins, die von einem Zelltyp freigesetzt wer-
den, Auswirkungen auf die Zytokinfreisetzung der anderen Zelltypen haben kann.

Die Zytokinfreisetzung von Keratinozyten-Monokulturen ist in der Literatur sehr gut charakteri-
siert. Es liegen fiir einige Zytokine auch Daten nach der Bestrahlung mit UV-B und Rontgenstrah-
lung vor [60]. Es ist jedoch auch zu beachten, dass viele Daten fiir die Zytokinfreisetzung aus
Beobachtungen in Keratinozyten-Zelllinien, wie zum Beispiel immortalisierten HaCaT-Zellen,
stammen und nicht direkt auf primére Keratinozyten iibertragen werden konnen. Das es auch
nach Bestrahlung Unterschiede hinsichtlich der Zytokinfreisetzung zwischen priméren Kerati-
nozyten und der Keratinozyten-Zelllinie HaCaT gibt, ist ebenfalls in [60] gezeigt.

Fiir das humane Hautdquivalent EFT400 der Firma MatTek liegen nur wenige Referenzen vor, in
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denen die Zytokinfreisetzung beschrieben wird. Breger [72] misst beispielsweise die Freisetzung
der pro-inflammatorischen Zytokine IL-10, IL-12, TNE IL-1beta, IL-6 und IL-8 von Hautiquiva-
lenten nach der Bestrahlung mit 66 mJ/cm? UV-B-Strahlung, vergleicht diese jedoch nicht mit
der Freisetzung unbestrahlter Kontrollen, sondern mit der Freisetzung anderer Gewebedqui-
valente wie einem Zahnfleischdquivalent (EpiGing; MatTek) und einem Mundschleimhauta-
quivalent (EpiOral, MatTek). Auch wenn diese Ergebnisse wegen den fehlenden Angaben zu
Kontrollen nur bedingt mit den hier vorliegenden Daten verglichen werden konnen, zeigen sie,
dass die absolute Freisetzung der Hautdquivalente im Vergleich zu den anderen Gewebearten
selbst nach der Bestrahlung relativ niedrig ist. Das einzige Zytokin in dieser Publikation, fiir das
ein Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle gezogen wird ist IL-8. Hier wird ungeféahr eine Vervier-
fachung der freigesetzten Zytokinmenge im Vergleich zur Kontrolle beobachtet. Ebenfalls fiir die
Bestrahlung mit UV-B liegen Daten von [69] vor. Diese zeigen einen Anstieg fiir die Freisetzung
von IL-6 und IL-8 nach der Bestrahlung mit 200 mJ/cm? UV-B und 30 J/cm? UV-A, wihrend die
II-1alpha-Freisetzung unverandert bleibt. Die einzige Publikation, die ein weiteres Spektrum an
Zytokinen, die mit einer Entziindungsreaktion in Verbindung stehen, untersucht, ist Varnum et
al. [65]. Hier werden Hautdquivalente mit niedrigen Dosen Rontgenstrahlung (0,03 bis 2 Gy)
bestrahlt und die Zytokinfresetzung gemessen. Nach einer Bestrahlung mit 2 Gy kann nur fiir
wenige Zytokine eine signifikante Erhohung gezeigt werden, welche IL-2, IL-10, IL-13, [FNgam-
ma, MIP-1alpha und TNF alpha sind. Fiir niedrigere Dosen ist nur die Freisetzung der Zytokine
IFNgamma, MIP-1alpha und IL-2 erhoht, die der genannten Gruppe angehoren, jedoch alle pro-
inflammatorisch wirken, wiahrend es sich nach der Bestrahlung mit 2 Gy um eine Mischung
aus sowohl pro- als auch anti-inflammatorischen Zytokinen handelt. Die Anderungen einzelner
Zytokine werden in spateren Abschnitten im Vergleich zu den hier gezeigten Daten genauer dis-
kutiert.

Die genannten Publikationen sind die einzigen, die sich mit der Zytokinfreisetzung der hier
verwendeten Hautdquivalenten nach Bestrahlung beschiftigen. Es liegen keine Daten fiir die
Bestrahlung mit Kohlenstoffionen vor und auch die Daten fiir die UV-B-Bestrahlung sind sehr
liickenhaft. In der hier vorliegenden Arbeit werden die Verdnderungen in der Zytokinfreiset-
zung von Hautdquivalenten fiir ionisierende und nicht-ionisierende Bestrahlung verglichen,
was einen Uberblick iiber pro- und anti-inflammatorische Effekte ermoglicht. Ausserdem er-
moglichen Daten zu der Zytokinfreisetzung in Mono- und Co-Kulturen ein besseres Verstandniss
der auftretenden Effekte.

4.4.1 Die Bestrahlung mit UV-B-Strahlung kann die IL-6 und IL-8 Freisetzung in

Keratinozyten induzieren

Fiir Monokulturen von Keratinozyten [73] und Hautdquivalente, die nur aus einer Epidermis
bestehen [65], ist beschrieben, dass diese kein oder nur sehr geringe Mengen IL-6 und IL-8 frei-
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setzen, da die Interaktion mit Fibroblasten fehlt. Keratinozyten konnen jedoch auch ohne die
Kommunikation mit Fibroblasten wahrend einer Entziindungsreaktion grof3e Mengen sowohl
IL-6 als auch IL-8 freisetzen. Dies ist in der Literatur fir IL-6 beispielsweise nach einer Stimu-
lierung mit Dichlordiethylsulfid (Senfgas) [73] und fiir IL-8 nach der Zugabe eines Antikorpers
gegen BP180, welcher die Autoimmunkrankheit Bullous pemphigoid auslost bzw. fordert [74]
[75] gezeigt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Expression von IL-6 in Keratinozyten nach
der Bestrahlung mit UV-B bzw. Rontgenstrahlung induziert werden kann. Die Expression steigt
fiir beide Strahlenarten dosis- bzw. intensititsabhingig an und erreicht bei 40 mJ/cm? bzw.
10 Gy eine Konzentration von ca. 160 pg/ml. IL-8 kann hingegen nur von einer hoheren
UV-B-Intensitidt von 40 mJ/cm? induziert werden, wihrend es bei allen anderen Dosen und
Intensitdten nicht nachweisbar ist. Sowohl IL-8 als auch IL-6 sind Zytokine, die im Rah-
men einer Entziindungsreaktion eine bedeutende Rolle spielen. Wahrend IL-6 keinen klar pro-
oder anti-inflammatorischen Effekt hat, sondern regulierend wirkt, ist IL-8 ein klassisches pro-
inflammatorisches, chemotaktisches Zytokin bzw. Chemokin [71]. Die Ergebnisse zeigen, dass
sowohl Rontgenstrahlung als auch UV-B-Strahlung die Freisetzung dieser Zytokine in Monokul-
turen primérer Keratinozyten induzieren kénnen. Gemeinsam mit den in [73], [74] und [75]
beschriebenen Ergebnissen weist dies auf einen pro-inflammatorischen Effekt der Bestrahlung
mit hoheren Dosen und Intensitdten hin. Ein spezifischer Niedrigdosiseffekt konnte fiir die Frei-
setzung dieser beiden Zytokine in Monokulturen von Keratinozyten nicht beobachtet werden.
Ausserdem féllt bei den hier vorliegenden Daten auf, dass IL-1alpha nach der Bestrahlung un-
verdndert bleibt bzw. fiir 0,5 Gy Rontgenstrahlung sogar eher einen Trend zu einer Abnahme
zeigt (Abbildung 3.6). IL-1alpha ist ein pro-inflammatorisches Zytokin, welches die Freisetzung
von IL-6 und IL-8 induzieren kann. In dem hier vorliegenden Fall ist dies jedoch scheinbar nicht
der Fall, da es ohne die Erhohung der IL-1alpha-Freisetzung zu einer Induktion von I1-6 und
IL-8 kommt. Dies weist darauf hin, dass IL-6 und IL-8 auch unabhingig von IL-lalpha durch
bestrahlung induziert werden kénnen [71].

4.4.2 1L-2 und TGF-beta sind nach der Bestrahlung mit Rontgenstrahlung in

Monokulturen von Keratinozyten erhéht

Nach der Bestrahlung von Monokulturen mit Rontgenstrahlung kommt es bei einer Dosis von
0,5 und 2 Gy zu einer Erhohung der IL-2 Freisetzung, wahrend nach 10 Gy die IL-2 Freisetzung
der der Kontrolle entspricht (Abbildung 3.6). IL-2 ist ein pro-inflammatorisches Zytokin, welches
hauptsachlich von aktivierten T-Zellen ausgeschiittet wird. Es gibt jedoch auch Hinweise darauf,
das dieses Zytokin von primiren Keratinozyten freigesetzt wird und beispielsweise bei Pilzinfek-
tionen verstiarkt vorhanden ist [76]. TGF-beta wurde klassischer Weise als pro-inflammatorisches
Zytokin bezeichnet, welches an der Initiierung eines Entziindungsprozesses beteiligt ist [77]. Es
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gibt jedoch auch Hinweise darauf, dass TGF-beta immunsupressiv wirken kann [77], [71]. In
den vorliegenden Daten ist gezeigt, dass die TGF-beta Freisetzung nach der Bestrahlung mit 10
Gy Rontgenstrahlung deutlich erhoht ist (Abbildung 3.6). Dies konnte ein Hinweis auf einen
anti-inflammatorischen Effekt sein, was jedoch bei einer relativ hohen Dosis von 10 Gy eher un-
wahrscheinlich ist. In der Literatur ist beschrieben, dass TGF-beta auch als Wachstums-Inhibitor
wirken kann, indem es einen reversiblen Zellzyklus-Arrest induziert [71]. Fiir die hier verwen-
deten Monokulturen primérer Keratinozyten konnte in fritherer Arbeiten unserer Arbeitsgruppe
mit Hilfe von Zellzyklus-Analysen gezeigt werden, dass es nach der Bestrahlung mit 10 Gy Ront-
genstrahlung zu einem transienten Zellzyklus-Arrest kommt (Daten nicht gezeigt). Dadurch lie-
Re sich die TGF-beta-Freisetzung fiir hohe Dosen Rontgenstrahlung erklaren. Es muss allerdings
auch beachtet werden, dass es sich bei dem hier gemessenen TGF-beta nicht um aktives TGF
handelt, sondern der latent vorhandene TGF-Komplex, der zuerst noch aktiviert werden muss,
ebenfalls mit in die Messungen eingeht. Um tatsédchlich die Wirkung des aktiven TGFs zu mes-
sen, miisste man beispielsweise in weiteren Versuchen die Aktivierung von Smad 2 und 3, die
an dem TGF-beta-Signaling beteiligt sind, untersuchen.

4.4.3 In Co-Kulturen kommt es nach der Bestrahlung zu einer deutlichen Erhéhung der

IL-6 und IL-8 Freisetzung

In Monokulturen konnte die IL-6- und IL-8-Freisetzung, die in den Kontrollen kaum oder teil-
weise gar nicht nachzuweisen war, durch die Bestrahlung mit Rontgen- und UV-B-Strahlung
induziert werden. In den Co-Kulturen ist die IL-6- und IL-8-Konzentration in den Kontrollen be-
reits deutlich hoher (Abbildung 3.11), da diese einerseits von den Fibroblasten direkt stammt
und andererseits die IL-6 und IL-8-Freisetzung der Keratinozyten in Gegenwart von Fibroblasten
induziert wird. Die hohe IL-6 und IL-8 Freisetzung ist hier auch im zahlenméal3igen Verhaltniss
der Keratinozyten zu den Fibroblasten in den Co-Kulturen begriindet. In den Co-Kulturen, wie
sie hier verwendet werden, sind dreimal so viele Fibroblasten wie Keratinozyten vorhanden.
Fiir primare Fibroblasten (NHDF) ist bereits in der Literatur beschrieben, dass sie relativ hohe
Konzentrationen IL-6 [78] und IL-8 freisetzen. Nach Rontgenbestrahlung kommt es zu einer
signifikanten Erhohung der IL-6 und IL-8 Freisetzung auf mehr als das Dreifache verglichen zur
Kontrolle. Dies ist bereits ab einer Dosis von 0,5 Gy der Fall. Nach der Bestrahlung mit hoheren
Dosen von 2 Gy oder 10 Gy kommt es nicht zu einem dosisabhdngigen Anstieg dieses Effekts,
sondern die Zytokinfreisetzung ist nach beiden Rontgendosen um ca. das drei- bis vierfache er-
hoht. Nach UV-B-Bestrahlung kommt es zu einem deutlichen, intensitdtsabhdngigen Anstieg der
Freisetzung beider Zytokine. Nach der Bestrahlung mit einer Intensitiit von 60 mJ/cm? ist die
IL-6-Freisetzung um das 16-fache und die IL-8 Freisetzung um das 36-fache gegeniiber den Kon-
trollen erhoht. An dem sehr deutlichen Anstieg dieser beiden Zytokine in den hier verwendeten
Co-Kulturen kann auch die hohe Anzahl an Fibroblasten beteiligt sein. Sowohl nach Rontgen-
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als auch nach UV-B-Bestrahlung weist die erhohte Freisetzung von IL-6 und IL-8 auf einen pro-
inflammatorischen Effekt hin. Fiir beide Zytokine liegen in der Literatur fiir die Bestrahlung von

Co-Kulturen keine direkten Vergleichsdaten vor.

4.4.4 Die IL-1alpha-Freisetzung ist in Co-Kulturen sowohl nach Réntgen- als auch nach
UV-B-Bestrahlung erhéht

Die IL-1alpha Freisetzung ist in den Co-Kulturen sowohl nach der Rontgenbestrahlung mit 2 Gy
als auch nach der Bestrahlung mit UV-B Strahlung von 60 mJ/cm? jeweils auf ca. die dreifache
Menge der Kontrollen erhoht (Abbildung 3.11). IL-1alpha ist ein Zytokin, welches an den frii-
hen, initialen Schritten einer Entziindungsreaktion beteiligt ist [79] [80] und die Freisetzung
anderer Zytokine z.B. IL-6 und IL-8 aktivieren kann. Es wird hauptsachlich von Monozyten und
Makrophagen aber auch von Keratinozyten und Fibroblasten freigesetzt [71]. Ausserdem konn-
te gezeigt werden, dass eine erhohte Freisetzung von IL-lalpha direkt durch die Bestrahlung
mit ionisierender Strahlung induziert werden kann [81]. Nach Rontgenstrahlung liegt in den
Co-Kulturen nur nach einer Dosis von 2 Gy eine erhohte IL-lalpha-Freisetzung vor, wahrend
nach 10 Gy die Freisetzung der der Kontrollen entspricht. In der Literatur ist fiir den gleichen
Dosisbereich sowohl fiir Keratinozyten als auch fiir Fibroblasten eine Erhohung der IL-1alpha-
Freisetzung beschrieben, diese werden jedoch jeweils in Monokulturen kultiviert [82] [83]. Es
konnte also sein, dass es bedingt durch die Co-Kultivierung der beiden Zelltypen einen, fiir ho-
here Dosen verdnderten, Bestrahlungseffekt gibt. Ausserdem konnte in unserer Arbeitsgruppe
fiir die Bestrahlung von Keratinozyten mit 10 Gy Rontgenstrahlung ein Zellzyklusarrest nachge-
wiesen werden, der in diesem Fall ebenfalls an der Modulation der Zytokinfreisetzung beteiligt
sein konnte. Interessant ist ebenfalls, dass es bei der Bestrahlung mit 2 Gy nicht nur zu einer
Erhohung von IL-1alpha kommt, sondern auch zu einer Erh6hung von IL-2, die beide nach 10
Gy nicht auftreten. Bei beiden Zytokinen handelt es sich um pro-inflammatorische Zytokine, die
wahrend einer Entziindungsreaktion friih freigesetzt werden. Es konnte deshalb sein, dass der
Zeitpunkt 24 h nach Bestrahlung zu spat gewahlt ist um die Erhéhung von Il-1alpha und IL-2
noch messen zu konnen. Durch die relativ hohe Dosis konnte es zu einem sehr schnellen, jedoch
nicht lange anhaltenden Anstieg der Zytokinfreisetzung kommen, der bei niedrigeren Dosen wie
2 Gy leicht verspatet auftritt und deshalb 24 h nach Bestrahlung noch messbar ist. Diese Annah-
me wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass fiir IL-6 und IL-8 sowohl nach der Bestrahlung mit
2 Gy als auch nach der Bestrahlung mit 10 Gy erhohte Zytokinfreisetzungen in fast gleichem
Ausmal} gemessen werden konnen. Diese beiden Zytokine kénnen durch IL" 1alpha induziert
werden, sodass es moglich ist, dass eine IL-lalpha-Freisetzung der Il-6- und IL-8-Freisetzung
vorausgeht.

Fiir die UV-B-Bestrahlung ist nur fiir eine hohe Intensitit eine Erhohung der IL-1alpha Freiset-
zung zu beobachten. Dies wird auch in der Literatur beschrieben [84]. Hier wird auch bestatigt,
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dass es sich bei der Erhohten IL-1alpha Freisetzung um einen transienten, sehr schnell nach der
Bestrahlung erfolgenden Effekt handelt.

4.4.5 Die Zytokinfreisetzung von Monokulturen primarer Keratinozyten und Co-Kulturen
gibt keinen Hinweis auf einen anti-inflammatorischen Effekt nach

Niedrigdosisbestrahlung

Die fiir Monokulturen und Co-Kulturen in den vorangegangenen Kapiteln diskutierten Veran-
derungen der Zytokinfreisetzung lassen sich insgesamt als ein eher pro-inflammatorischer Ef-
fekt beschreiben. Die Freisetzung pro-inflammatorisch wirkender Zytokine nach Bestrahlung
iiberwiegt deutlich. Besonders deutlich wird dies durch die signifikant erhohte IL-6-und IL-8-
Freisetzung in den Co-Kulturen und die Induktion dieser Zytokine in den Monokulturen. Weder
in den Monokulturen noch in den Co-Kulturen kommt es zu einem spezifischen Effekt fiir eine
niedrige Rontgendosis von 0,5 Gy.

4.4.6 Die Freisetzung von IL-6, IL-8 und IL-1alpha durch Hautaquivalenten ist nach der

Bestrahlung mit Rontgenstrahlung erhéht

In den Hautdquivalenten ist, wie fiir die Co-Kulturen bereits beschrieben, die IL-6- und die IL-8-
Freisetzung nach Rontgenstrahlung erhoht (Abbildung 3.34). Eine signifikante Erhéhung liegt
nach der Bestrahlung mit 2 Gy Rontgenstrahlung sowohl fiir IL-6 als auch fiir IL-8 24 h und 48 h
nach der Bestrahlung vor, wahrend nach der Bestrahlung mit 10 Gy die Freisetzung ungefahr
der der Kontrolle entspricht. Fiir die Bestrahlung mit niedrigeren Dosen, wie 0,5 und 0,17 Gy ist
24 h nach der Bestrahlung ein Trend zu einer erhohten IL-8-Freisetzung zu beobachten wahrend
IL-6 unverandert bleibt. Obwohl IL-1alpha ein entziindungsforderndes Zytokin ist, welches friih
freigesetzt wird und die Freisetzung anderer Zytokine induziert, ist hier 24 h nach der Bestrah-
lung nur eine leichte Erhohung der Il-1alpha-Freisetzung sowohl nach der Bestrahlung mit 2 Gy
als auch mit 10 Gy zu beobachten. Diese ist 48 h nach der Bestrahlung deutlicher ausgepragt.
Das gleichzeitige Auftreten einer erhohten Freisetzung von IL-1alpha, I1-6 und IL-8 kann dafiir
sprechen, dass IL-1lalpha die Freisetzung der beiden pro-inflammtorischen Zytokine induziert.
Hierfiir miisste jedoch IL-lalpha vor IL-6 und IL-8 freigesetzt werden. Diese zeitliche Abfol-
ge kann zu den hier untersuchten Zeitpunkten nicht beobachtet werden. Die Daten 24 h und
48 h nach Bestrahlung weisen aber darauf hin, dass der Peak der IL-1alpha-Freisetzung wahr-
scheinlich noch nicht erreicht ist. Dies macht eine friihe, ausgepragte IL-1alpha-Freisetzung, die
die Freisetzung anderer Zytokine induziert, eher unwahrscheinlich. Eine weitere Moglichkeit
ist, dass die IL-6 und IL-8-Freisetzung direkt durch die Bestrahlung mit moderaten Dosen (2
Gy) induziert wird. Dafiir wiirde auch sprechen, dass es einerseits trotz einer Erhéhung der
IL-1alpha Freisetzung nach der Bestrahlung mit 10 Gy nicht zu einer Erhohung der IL-6- und
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IL-8-Freisetzung kommt, aber andererseits nach der Bestrahlung mit niedrigen Dosen von 0,17
und 0,5 Gy zu einer Erhohung der IL-8-Freisetzung kommt, obwohl IL" 1alpha nicht erhoht ist.
Dies spricht fiir eine unabhéngige Regulierung der Freisetzung dieser Zytokine.

Die einzigen Daten, die fiir Rontgenbestrahlung der Hautdquivalente EFT400 hinsichtlich der
Zytokinfreisetzung vorliegen, stammen von [65]. Hier konnte nach der Bestrahlung mit 2 Gy
Rontgenstrahlung zwar {iberwiegend eine Erhohung pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-2,
IFN-gamma und TNF-alpha gezeigt werden, die Freisetzung von IL-6 und IL-8 als auch von IL-
lalpha bleibt nach der Bestrahlung in diesen Untersuchungen jedoch unverdndert. Interessan-
terweise wurde jedoch nach der Behandlung der Proben mit TPA (12-O-Tetradecanoylphorbol
13-acetat), einem Tumor-Promotor und Aktivator der Proteinkinase C, der eine akute inflamma-
torische Reaktion auslost, eine Erhohung der Zytokine IL-1alpha, IL-6 und IL-8 gezeigt. Diese
Ergebnisse fiir die Stimulierung einer pro-inflammatorischen Reaktion decken sich mit den in
dieser Arbeit fiir die Bestrahlung dargestellten Ergebnisse sehr gut. Warum jedoch Varnum et
al. [65] verschiedene Effekte fiir die Stimulation einer Entziindungsreaktion durch Bestrahlung
oder durch TPA beobachtet, wird in der Publikation nicht weiter diskutiert und bleibt auch im
Vergleich zu den hier vorliegenden Daten unklar.

Fiir die fraktionierte Bestrahlung mit 3x 0,17 Gy wurde die Zytokinfreisetzung 3 Tage nach der
ersten Fraktion gemessen. Hier zeigt sich, dass es fast keine Anderungen der Zytokinfreisetzung
gibt. Alle gemessenen Zytokinkonzentrationen unterschieden sich kaum von denen der Kontrol-
le.

Insgesamt wird deutlich, dass die Bestrahlung der Hautdquivalente mit Rontgenstrahlung ei-
ne leichte, teilweise aber signifikante Erh6hung der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1alpha,
IL-6 und IL-8 hervorruft. Interessanterweise wird nach der Bestrahlung mit 10 Gy Rontgenstrah-
lung keine Erhohung fiir IL-6 und IL-8 gemessen, was auf einen weniger deutlich, oder zeitlich
versetzten pro-inflammatorischen Effekt hinweisen kann.

4.4.7 Nach der Bestrahlung von Hautaquivalenten mit Kohlenstoffionen ist die IL-10 und

IL-8 Freisetzung erhdht

Fiir die Bestrahlung mit Kohlenstoffionen konnten nach 24 h keine deutlichen oder signifikan-
ten Unterschiede in der Zytokinfreisetzung beobachtet werden (Abbildung 3.35). Es kommt zu
diesem Zeitpunkt lediglich zu einer leichten, jedoch nicht signifikanten Verringerung der IL-
lalpha-Freisetzung.

Da 48 h nach der Bestrahlung durchaus Anderungen in der Zytokinfreisetzung detektiert wur-
den, ist dies ein Hinweis auf einen, fiir die Kohlenstoffbestrahlung verglichen zu der Rontgen-
strahlung verspétet auftretenden, Effekt. Zu diesem Zeitpunkt liegt eine leichte, jedoch signifi-
kant erhohte IL-10-Freisetzung fiir eine Dosis von 0,5 Gy vor. Fiir diese Dosis kommt es auch
zu einer leicht erhohten IL-8-Freisetzung, die nach einer hoheren Dosis von 2 Gy signifikant ist.
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Eine Veranderung der pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-1alpha kann nach Kohlen-
stoffbestrahlung im Gegensatz zu Rontgenbestrahlung nicht induziert werden. Lediglich nach
der Bestrahlung mit 2 Gy Kohlenstoffionen kommt es zu einer leichten IL-lalpha-Erhéhung.
Dies zeigt, dass die Bestrahlung mit Kohlenstoffionen Verdnderungen in der Zytokinfreiset-
zung hervorruft, die nur teilweise, zum Beispiel fiir IL-8, nicht aber fiir IL-1lalpha und IL-6,
mit denen nach Rontgenbestrahlung iibereinstimmen. Insgesamt zeigt aber auch die Zytokin-
freisetzung nach Kohlenstoffbestrahlung eher ein pro-inflammatorisches Muster, jedoch nicht
so ausgepragt, wie nach der Bestrahlung mit Rontgenstrahlung. Die Effekte sind zu den hier
untersuchten Zeitpunkten schwéacher ausgepragt. Unter Umstdnden gleicht sich dieser Effekt zu
spateren Zeitpunkten nach der Bestrahlung dem Effekt nach Rontgenstrahlung an. Dies kann
mit den hier vorliegenden Daten jedoch nicht beurteilt werden kann.

4.4.8 Nach der UV-B-Bestrahlung von Hautaquivalenten kommt es zu einem frihen,

transienten pro-inflammatorischen Effekt

Nach Bestrahlung mit UV-B-Strahlung kommt es zu einer 24 h nach Bestrahlung deutlich
nachweisbaren Erhohung der pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-8, wéahrend die anti-
inflammatorisch wirkenden Zytokine TGF-beta und IL-10 und das pro-inflammatorische IL" 1al-
pha unverandert bleiben (Abbildung 3.35). Da sich 48 h nach der Bestrahlung auch die 11-6
und IL-8 Freisetzung wieder der Kontrolle angeglichen haben, konnte es sich hierbei um einen
schnellen, transienten Effekt handeln, bei dem die IL-1alpha Induktion direkt nach der Bestrah-
lung erfolgt und der Effekt 48 h nach Bestrahlung schon wieder abgeklungen ist. [60] bestatigt
fiir Monokulturen von Keratinozyten ebenfalls, dass es sich bei der Reaktion auf UV-B-Strahlung
um einen schneller eintretenden Effekt als nach ionisierender Strahlung handelt. Kandarova
[69] misst die Zytokinexpression in humanen Hautdquivalenten nach einer Bestrahlung mit
200 mJ/cm? UV-B und 30 J/cm? UV-A. Jedoch wird hier nicht die Freisetzung in das Medium
gemessen, sondern das Zytokin in Lysaten des Hautdquivalents nachgewiesen. In dieser Publi-
kation wird 24 h nach der Bestrahlung eine Erhohung der IL-6- und der IL-8-Expression gezeigt,
wiahrend die IL-lalpha Konzentration der Kontrolle entspricht. Dies deckt sich mit den hier
gezeigten Ergebnissen aus dieser Arbeit und bestatigt ausserdem, dass die Messung der Zyto-
kinfreisetzung in das Medium und die Messung in Lysaten vergleichbare Ergebnisse bringt.
Zum Zeitpunkt 48 h nach Bestrahlung wird keine erhohte Zytokinfreisetzung gemessen. Die
anti-inflammatorischen Zytokine TGF-beta und IL-10 und das pro-inflammtorische IL-lalpha
zeigen jedoch eine leichte, teilweise auch signifikante Abnahme der Zykotinfreisetzung. Dies
konnte eine Riickkopplungsreaktion nach der Stimulierung einer Entziindungsreaktion 24 h
nach Bestrahlung sein die nach ionisierender Strahlung im beobachteten Zeitraum von 48 h
aufgrund der insgesamt spiter eintretenden Reaktion nicht sichtbar wird.

138



4.4.9 Die Zytokinfreisetzung aller Modellsysteme zeigt keinen spezifischen

Niedrigdosiseffekt und weist nicht auf eine anti-entztindliche Reaktion hin

Die Ergebnisse der Zytokinfreisetzung kann man fiir alle Modellsysteme nach Bestrahlung, un-
abhingig von der Bestrahlungsart, als insgesamt eher pro-inflammatorisch zusammenfassen.
Nach UV-B-Bestrahlung kommt es zu einer sehr schnellen Reaktion, wahrend es nach der Be-
strahlung mit Kohlenstoffionen zu einem verzogerten Effekt kommt.

Nach allen Bestrahlungsarten spielen hauptséchlich IL-6 und I1-8 eine Rolle, deren Freisetzung
mit Ausnahme von wenigen Dosen/Intensitdten nach der Bestrahlung deutlich erhoht ist. Ob-
wohl die IL-1alpha-Freisetzung oft als erster und initiierender Schritt einer Entziindungsreak-
tion beschrieben wird, der dann die IL-6- und IL-8-Freisetzung induziert, konnte in den hier
vorliegenden Daten nicht immer auch eine IL-lalpha-Erhohung gemessen werden. Dies kann
entweder darauf hinweisen, dass es zu einer sehr frithen IL-lalpha Erhéhung kommt, die mit
dem hier gewahlten Untersuchungszeitpunt von 24 h nicht erfasst werden konnte, oder die IL-6-
und IL-8-Freisetzung auch unabhingig von einer IL-1alpha-Erhohung induziert werden kann.
Ausserdem zeigen die Daten, dass es fiir die Bestrahlung mit niedrigen Dosen, wie 0,5 Gy Ront-
genstrahlung oder 0,5 Gy Kohlenstoffionen, zu keinem spezifischen Effekt kommt, der sich
grundlegend von der entziindungsfordernden Freisetzung von Zytokinen nach der Bestrah-
lung mit hoheren Dosen unterscheidet. Diese ist lediglich weniger ausgepragt. Auch Varnum
et al. [65] hat beschrieben, dass es sich bei der nach sehr niedrigen Dosen von 0,03 und 0,1 Gy
Rontgenstrahlung erhoht freigesetzten Zytokine um eine Untergruppe der bei einer hoheren Do-
sis von 2 Gy freigesetzten Zytokine handelt.

Dies gibt Hinweise darauf, dass die Zytokinfreisetzung nach niedrigen Bestrahlungsdosen in
den hier verwendeten Modellen eher eine pro-inflammatorische Wirkung hat und ein anti-
inflammatorischer Effekt damit nicht erklart werden kann. Hier ist allerdings zu bedenken, dass
es sich bei den hier gemessenen Werten um die Zytokinfreisetzung in das Medium handelt.
Insbesondere bei der dreidimensionalen Struktur der Hautdquivalente konnte es zu lokalen, Zy-
tokinfreisetzungen einzelner Zellen kommen, die unter Umstdnden ein anderes Zytokinprofil,
welches beispielsweise lokal anti-inflammatorisch wirkt, aufweisen. Es stellt sich allerdings die
Frage, ob solche lokalen Wirkungen ausreichen einen weitreichenden anti-inflammatorischen
Effekt zu erklaren. Insbesondere dann, wenn offensichtlich deutlich grof3ere Mengen pro-
inflammatorische Zytokine in das Medium freigesetzt werden.

4.4.10 Nach der Bestrahlung von humaner Haut mit niedriger und fraktionierter

Rontgenstrahlung dandert sich die Freisetzung der untersuchten Zytokine kaum

Fiir die Zytokinfreisetzung humaner Hautexplantate liegen bis jetzt nur Daten fiir die Bestrah-
lung mit 0,5 Gy und 3x 0,17 Gy vor. Da die fraktionierte Bestrahlung humaner Haut alle 12
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Stunden erfolgte und die Proben nach der letzten Bestrahlung fiir 24 h weiter kultiviert werden
sollten, wurde die Zytokinfreisetzung nach 48 h untersucht. Dies bedeutet allerdings auch, dass
die Zytokinfreisetzung dieser Proben nicht direkt mit der Zytokinfreisetzung der fraktioniert
bestrahlten Hautdquivalenten verglichen werden kann, da es sich um einen anderen Zeitpukt
handelt. Fiir die humane Haut wurden vorerst nur die Zytokine untersucht, fiir die in den Haut-
dquivalenten Anderungen gefunden wurden. Dies waren die pro-inflammatorischen Zytokine
IL-1alpha, IL-6 und IL-8. Fiir die Bestrahlung mit den nierdrigen Dosen von 0,5 Gy und 3 Frak-
tionen mit jeweils 0,17 Gy sind fiir IL-1alpha und IL-8 keine Verdnderungen zu beobachten. Nach
0,5 Gy nimmt die IL-6-Freisetzung signifikant um fast die Halfte im Vergleich zu den Kontrollen
ab, wihrend sie nach einer fraktionierten Bestrahlung mit 3x 0,17 Gy unveréndert bleibt. Die
Abnahme eines pro-inflammatorischen Zytokins kann ebenfalls ein Hinweis auf einen tenden-
ziell anti-inflammatorischen Effekt sein, der unter Umstdnden gerade beginnt und noch nicht
sehr stark ausgepragt ist. Um diesbeziiglich weitere Aussagen treffen zu konnen, miisste eine
Reihe anti-inflammatorischer Zytokine untersucht werden. Ohne diese Daten und ohne Daten
fiir einen Zeitpunkt, der einen Vergleich mit den Hautdquivalenten zulésst, kann man aus den
vorliegenden Daten fiir humane Haut nur vermuten, dass es fiir die hier gezeigten niedrigen Do-
sen 48 h nach Bestrahlung keinen pro-inflammatorischen Effekt gibt. Dies entspricht den Daten
fiir das Hautdquivalent, die 3 Tage nach der Bestrahlung mit 0,5 Gy ebenfalls keine deutlichen

Veranderungen zeigen.

4.5 Gewebeorgansation und Differenzierung der Epidermis in humanen

Hautaquivalenten

Die Haut ist ein sich stdndig erneuerndes Organ. Zelltod durch Differenzierung und Zeller-
neuerung durch Proliferation der Basalzellen stehen in einem Gleichgewicht, welches fiir die
Aufrechterhaltung der Homoostase der Haut und ihrer Barrierefunktion von sehr grol3er Bedeu-
tung ist. Storungen in diesem Gleichgewicht fiihren zu einer beeintrachtigten Barrierefunktion
und konnen letztendlich an der Induktion von Hautkrebs beteiligt sein.

Zu diesem Gleichgewicht in der Epidermis tragen die Proliferation der Basalzellen, die Diffe-
renzierung und die daraus resultierende Kornifikation der Keratinozyten, aber auch die Zell-
Zell-Kontakte der Keratinozyten und die Polaritat und Struktur der Basalzellen bei. Nur sehr
wenige Arbeiten haben bisher die Veranderung solcher Merkmale nach Bestrahlung systhema-
tisch beschrieben. In [31] wird die Proliferation und die Flache der gesamten vitalen Epidermis
in Hautédquivalenten nach Bestrahlung quantifiziert, es wird jedoch nicht auf die Struktur der
Basalzellen oder die Dicke des stratum corneums eingegangen. Mezentsev [85] beschreibt fiir
ein nur aus Epidermis bestehendes Hautmodell eine strukturelle Verdnderung der Basalzellen
nach einer Bestrahlung mit 2,5 Gy Protonen, quantifiziert diese jedoch nicht.
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In der hier vorliegenden Arbeit wird zum ersten Mal ein weites Spektrum an strukturellen und
morphologischen Merkmalen herangezogen und fiir die Bestrahlung mit drei verschiedenen
Strahlenarten quantitativ oder semiquantitativ ausgewertet. Dies ermoglicht einen direkten Ver-
gleich der Effekte fiir die unterschriedlichen Strahlenarten und gibt einen Uberblick iiber die bei
der jeweiligen Strahlenart vorkommenden Veranderungen. Fiir diese Auswertung wurde die An-
zahl pyknotischer Kerne in der Epidermis bzw. dem stratum corneum (Parakeratose), die Dicke
des stratum corneums im Verhéltniss zur vitalen Epidermis (Hyperkeratose) und die Anzahl der
Basalzellen quantitativ bestimmt. Die Struktur der Basalzellen wurde semiquantitativ ausgewer-
tet, indem fiir jedes ausgewertete Sichtfeld bestimmt wurde, ob die Basalzellen palisadenférmig
angeordnet sind oder eine runde, eher pflastersteinartige Form aufweisen.

4.5.1 Parakeratose tritt hauptsachlich nach der Bestrahlung mit Kohlenstoffionen oder
UV-B auf

Nach der Bestrahlung mit 2 Gy Kohlenstoffionen oder 60 mJ/cm? UV-B-Strahlung kommt es in
den Hautdquivalenten zu Parakeratose (Abbildung 3.24, 3.25 und 3.26). Es handelt sich dabei
um Zellkerne, die aufgrund einer unvollstandigen oder fehlerhaften Differenzierung im stratum
corneum verbleiben. Parakeratose wird auch mit einem beschleunigten Differenzierungsprozess
in Verbindung gebracht und ist ein typisches Merkmal vieler sowohl gutartiger als auch bosar-
tiger Hauterkrankungen. Es gibt Vermutungen und klinische Beobachtungen, dass Morphologie
und Erscheinungsbild der Parakeratose eine Vorraussage dariiber zulassen, ob es sich um eine
bosartige Erkrankung wie beispielsweise ein Plattenepithelkarzinom handelt [86].

Fiir die Bestrahlung mit UV-B-Strahlung ist das Auftreten von Parakeratose sowohl in Explan-
taten humaner Haut als auch in Hautdquivalenten erstmals in [87] beschrieben. In diesen Ver-
suchen treten einzelne Zellkerne in einem Zeitraum zwischen 1,5 und 4 Tagen nach einer Be-
strahlung mit 50 mJ/cm? im stratum corneum auf. Dieser Effekt wird hier als Beeintrichtigung
des Differnzierungsprozesses beschreiben, der sich jedoch ca. 10 Tage nach der Bestrahlung
wieder normalisiert hat. Zu diesem Zeitpunkt sind die Zellkerne im stratum corneum wieder
verschwunden und die Differenzierung hat sich wieder normalisiert. Dies zeigt sich durch das
Verschwinden der Parakeratose, einer verbesserten Gewebeorganisation und einer hoheren An-
zahl an Zellschichten. Die Autoren gehen davon aus, dass hier zur Wiederherstellung der Ge-
webehomoostase andere Mechanismen beteiligt sind als beispielsweise bei der Wundheilung.
Eine Wunde ist durch die lokale komplette Zerstorung der Epidermis charakterisiert und die
Heilung und Verschlielfung der Wunde geht von der Proliferation der umliegenden Basalzellen
aus. Nach der Bestrahlung mit UV-B-Strahlung kommt es hingegen zu einer grof3flachigen aber
spezifischeren Schadigung, die andere Mechanismen, wie beipielsweise Proliferation anregt.
Mezentsev [85] zeigt in seinen Versuchen mit einem Epidermisdquivalent einen, der Parakera-

tose dhnlichen, Effekt nach der Bestrahlung mit Protonen mit niedrigem LET. In den gezeigten
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Hematoxylin-Eosin-Farbungen sind ebenfalls kondensierte Zellkerne im stratum corneum zu se-
hen. Diese werden zwar nicht direkt als Parakeratose, aber als nucelated corneocytes, die eine
verfrithte und fehlerhafte Kornifikation durchlaufen, bezeichnet.

In den hier durchgefiihrten Versuchen tritt Parakeratose hauptsichlich nach der Bestrahlung mit
Kohlenstoffionen und UV-B-Strahlung auf. Nach der Bestrahlung mit 10 Gy Rontgenstrahlung ist
nur ein leichter Anstieg der Anzahl an parakeratotischen Zellen zu beobachten (Abbildung 3.22
und 3.26). Hierbei ist jedoch aufféllig, dass nach der Bestrahlung mit Kohlenstoffionen die Zell-
kerne im stratum corneum hauptséchlich in Gruppen auftreten, wahrend nach der Bestrahlung
mit Rontgenstrahlung immer nur einzelne Kerne zu beobachten sind (Abbildung 3.22). Dies
weist darauf hin, dass die Bestrahlung mit 2 Gy Kohlenstoffionen lokal einen groReren Effekt
hat und es dadurch in einem bestimmten Bereich, zu einer deutlichen Beeintrachtigung des Dif-
ferenzierungsprozesses kommt, wihrend nach der Bestrahlung mit 10 Gy Rontgenstrahlung ein
eher gleichmafiger Effekt auftritt, der dazu fiihrt, dass einzelne Zellen wéahrend des Differenzie-
rungsprozesses ihren Kern behalten und in das stratum corneum wandern. Dadurch kann auch
die deutlich hohere Anzahl an parakeratotischen Zellen nach der Kohlenstoffbestrahlung in der
quantitativen Auswertung erklart werden. Es handelt sich hierbei um wenige, kleinere Bereiche,
in denen sehr viele pyknotische Kerne im stratum corneum auftreten. Eine solche, sogenannte
fokale Parakeratose ist typisch fiir eine Unterform der Psoriasis vulgaris, der Psoriasis guttata
[88]. Fiir die haufiger auftretende Form der Plaque-Psoriasis ist eine konfluente Parakeratose ,
bei der die pyknotischen Zellen gleichméaf3ig iiber grof3e Flachen des stratum corneums verteilt
sind, typisch [88]. Dies entspricht der hier beobachteten Parakeratose nach der Bestrahlung mit
Rontgenstrahlung, die jedoch schwéacher ausgepragt ist, als bei Plaque Psoriasis.

Die in humaner Haut auftretende Parakeratose wurde im Rahmen dieser Arbeit zwar nicht
quantifiziert, es konnte aber auch hier nach der Bestrahlung mit Rontgenstrahlung eine er-
hohte Anzahl an pyknotischen Kernen im stratum corneum beobachtet werden (Abbildung 3.41
und 3.42). In den beiden unabhidngig durchgefiihrten Versuchen fiir humane Haut mit Ront-
genbestrahlung wird deutlich, dass es abhidngig vom Spender zu relativ grof3en Unterschieden
hinsichtlich der Parakeratose kommt. Bei beiden Experimenten ist in der Kontrolle keine Pa-
rakeratose sichtbar, nach einer Bestrahlung mit 10 Gy kommt es jedoch im ersten Versuch zu
einer betrachtlichen Anzahl an pyknotischen Kernen im stratum corneum, die auch in kleinen
Gruppen auftreten (Pfeile in Abbildung 3.41), wihrend im zweiten Versuch nur vereinzelte Ker-
ne zu finden sind (Pfeile in Abbildung 3.42). Diese unterschiedliche Reaktion auf die gleiche
Bestrahlungsdosis kann vom Hauttyp des Spenders und von der Vorschadigung der Haut, zum
Beispiel durch Sonnenstrahlung, abhingig sein. Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass in der hu-
manen Haut dhnliche Effekte auftreten, wie sie fiir das Hautdquivalent gezeigt werden konnten.
Um genauere Aussagen treffen zu konnen, muss auch in der humanen Haut die Anzahl an py-
knotischen Kernen quantifiziert werden. Ausserdem sind Experimente notwendig bei der Haut
mit Kohlenstoffionen bestrahlt wird um die Wirkung der unterschiedlichen Strahlenqualitdten
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auf die humane Haut vergleichen zu konnen und herauszufinden, ob sich humane Haut nach
Kohlenstoffbestrahlung vergleichbar zu dem Hautiquivalent verhalt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zum Auftreten von Parakeratose in Hautdquivalenten
zeigen, dass nach der Bestrahlung das Gleichgewicht des Differenzierungsprozesses beeintréach-
tigt ist und die Differenzierung fehlerhaft ablauft. Es wird auch deutlich, dass dies sowohl fiir
hohe Intensitdten nicht-ionisierender UV-B-Strahlung, als auch fiir ionisierende Strahlung auf-
tritt. Die Bestrahlung mit Kohlenstoffionen ist hier nicht generell effektiver, 16st jedoch in einem
bestimmten Bereich einen deutlich groReren Schaden aus, der dann zu einem Gebiet mit einer
fokal sehr heftig auftretenden Parakeratose fiihrt.

4.5.2 Pyknotische Kerne in der Epidermis nach der Bestrahlung mit Kohlenstoffionen oder

UV-B kdnnten eine Vorstufe der Parakeratose sein

Ebenfalls nach Bestrahlung mit Kohlenstoffionen und UV-B-Strahlung treten in der Epidermis
pyknotische Zellkerne, umgeben von einem stark eosinophilem Zytoplasma auf. Diese werden
klassisch als sunburn cells bezeichnet und werden in der Literatur als apoptotisch und somit
positiv fiir aktive Caspase 3 beschrieben.

Die hier gefundenen pyknotischen Zellen in der Epidermis erfiillen all diese morphologischen
Merkmale, sind jedoch nicht positiv fiir aktive Caspase 3. Wie bereits im Zusammenhang mit
Apoptose in den Hautidquivalenten diskutiert, konnte bei den UV-B bestrahlten Proben der Zeit-
punkt mit 24 h nach der Bestrahlung bereits zu spat [70], oder die UV-B-Intensitét zu niedrig
[69] gewahlt sein. Dies erklart jedoch nicht das Auftreten der pyknotischen Kerne in der Epi-
dermis nach der Bestrahlung mit Kohlenstoffionen und Rontgenstrahlung.

Betrachtet man diese pyknotischen Kerne in der Epidermis genau, so ist auffallig, dass sie insbe-
sondere zu spateren Zeitpunkten haufig sehr nah am stratum corneum zu finden sind. Dies kann
ein Hinweis darauf sein, dass die Zellen nach der Bestrahlung eine sehr schnelle und dadurch
fehlerhafte Differenzierung durchlaufen und dann im Laufe der Kultivierung Richtung stratum
corneum wandern um dort zu verbleiben. Dies wiirde bedeuten, es handelt sich bei diesen Ker-
nen um eine Art Vorstufe der Parakeratose.

In den Ergebnissen von Qin [70] ist auffillig, dass 48 h nach einer Bestrahlung mit 100 mJ/cm?
in einem Bereich mit einer sehr hohen Anzahl an pyknotischen Kernen nahe dem stratum cor-
neum bei einem Teil der Zellen aktive Caspase 3 vorliegt, aber dennoch manche Zellen mit
gleicher Morphologie in diesem Bereich ungefarbt sind. Diese Beobachtung wird in der Publi-
kation jedoch nicht beschrieben oder diskutiert. Man konnte hier vermuten, dass es nach der
Bestrahlung mit UV-B fiir die Zellen zwei mogliche Reaktionswege gibt. Es kann einerseits zur
Apoptose kommen, was in pyknotischen, Caspase 3 positiven Zellen resultiert, oder es kommt
zu einer beschleunigten Differenzierung, die zum Beispiel iiber die Aktivierung von Caspase 14
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ablaufen konnte. Ware dies der Fall, ware das ein Hinweis darauf, dass in den hier vorliegenden
Experimenten der Reaktionsweg der beschleunigten Differenzierung iiberwiegt.

4.5.3 Hyperkeratose kommt nach der Bestrahlung mit Réntgenstrahlung oder

Kohlenstoffionen vor

Insbesondere 3 Tage nach der Bestrahlung mit Rontgenstrahlung oder Kohlenstoffbestrahlung
kommt es zur Hyperkeratose, das heisst zu einer Verdickung des stratum corneums, die hier
im Verhaltnis zur Dicke der vitalen Epidermis angegeben ist (Abbildung 3.28). Hierbei ist an-
zumerken, dass nach der Bestrahlung mit Kohlenstoffionen Hyperkeratose in Kombination mit
Parakeratose auftritt. Nach der Rontgenbestrahlung ist nur sehr wenig Parakeratose, die nur
einzelne Zellen betrifft, zu beobachten, die Hyperkeratose ist jedoch fast genauso ausgepragt.
Hyperkeratose wird hauptsachlich in Zusammenhang mit Psoriasis beschrieben. Hier kommt es
durch eine erhohte Proliferation und eine beschleunigte Differenzierung zu einer Verdickung
der Hornschicht der Epidermis. Aber auch fiir Hautdquivalente wird dieser Effekt, wenn auch
indirekt, beschrieben [31]. In dieser Publikation wird nach der Bestrahlung mit niedrigen Dosen
Ionenstrahlung eine Abnahme der Dicke der fiir Cytokeratin 10 positiven Zellschichten beschrie-
ben, was mit einer Beschleunigung der Differenzierung und mit einer Verdickung des stratum
corneums einhergeht.

In den hier vorliegenden Ergebnissen kommt es hauptsédchlich nach der Bestrahlung mit 2 Gy
und 10 Gy Rontgenstrahlung zu einer Hyperkeratose. Bei diesen Dosen kommen lediglich einzel-
ne parakeratotische Zellen vor. Dies weist darauf hin, dass Rontgenstrahlung die Differenzierung
zwar beschleunigt, sie jedoch in den meisten Féllen noch korrekt ablauft. Dadurch kommt es zur
Bildung eines verdickten stratum corneums, in dem hochstens vereinzelt pyknotischen Kerne,
aber hauptsachlich korrekt differenzierte Korneozyten vorhanden sind. Nach der Bestrahlung
mit Kohlenstoffionen ist die Differenzierung so stark beeinflusst, dass sie nicht nur beschleunigt
ablauft, was dann zu einer Hyperkeratose fiihrt, sondern so sehr gestort, dass es gleichzeitig
auch zu Parakeratose kommt. Das gemeinsame Auftreten von Hyperkeratose und Parakeratose
ist ebenfalls von der chronisch entziindlichen Hautkrankheit Psoriasis bekannt [88],[40], [41] .

4.5.4 Nach Bestrahlung verandert sich die Struktur der Basalschicht und die Polaritat der

Basalzellen

Hyperkeratose und Parakeratose sind Effekte die offensichtlich eher bei héheren Dosen und
Intensitdten auftreten. In Hematoxylin-Eosin-Farbungen fiel jedoch auf, dass insbesondere bei
niedrigen Rontgendosen die Struktur der Basalzellen gegeniiber den Kontrollen verdndert ist.
Die Zellen verdndern ihre palisadenartige Anordnung, verlieren teilweise den Kontakt zur Basal-
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membran und weisen eine eher rundliche Form auf. Solche Verdnderungen sind in der Literatur
zwar teilweise fiir Protonen mit niedrigem LET beschrieben [85], sie sind jedoch nicht quan-
tifiziert oder werden fiir verschiedene Strahlungsarten verglichen. In dieser Arbeit wurde eine
semiquantitative Auswertungsmethode etabliert um diese strukturelle Verdnderung der Basal-
zellen zu erfassen (Abbildung 3.29). Diese zeigt, dass insbesondere nach der Bestrahlung mit
ionisierender Strahlung die Basalzellstruktur beeintrachtigt ist, wahrend nach der Bestrahlung
mit UV-B-Strahlung geringfiigige, aber nicht signifikante Zunahmen der Bereiche mit veran-
derter Basalzellstruktur beobachtet werden konnen. Ausserdem wird nach der Bestrahlung mit
Rontgenstrahlung deutlich, dass die verdnderte Struktur der Basalzellen nach niedrigen Dosen
von 0,5 Gy am haufigsten vorkommt und am ausgepragtesten ist.

Man kann spekulieren, dass die Verdnderungen in der Basalschicht eine Vorstufe zu weitrei-
chenderen Beeintrachtigungen der Differenzierung wie beispielsweise der Parakeratose und
Hyperkeratose sind. Da diese nach der Bestrahlung mit niedrigen Dosen jedoch im hier beob-
achteten Zeitraum nicht vorkommen, konnte es sich nach der Niedrigdosisbestrahlung entweder
um einen verzogerten Effekt oder um einen frithen transienten Effekt handeln, bei dem es nach
der Bestrahlung kurzzeitig zu einer Beeintrachtigung des Differenzierungprozess und einer Auf-
l6sung der Struktur der Basalschicht kommt, diese sich jedoch wieder regeniert.

4.5.5 Nach der Bestrahlung mit 0,5 Gy Rontgenstrahlung kommt es zu einer erhdhten

Proliferation

Nach Bestrahlung kommt es ausserdem zu einer Verdnderung der Proliferation (Abbildung 3.30
und 3.32). Insbesondere nach der Bestrahlung mit 0,5 Gy Rontgenstrahlung kommt es zu einer
Erhohung der Anzahl an proliferierenden Zellen. Diese unterscheidet sich jedoch nicht signifi-
kant von der Kontrolle und kann nur als Trend betrachtet werden. Da die entsprechenden Daten
fiir humane Haut jedoch den gleichen Trend zeigen, kann hier vorerst von einem Niedrigdosis-
effekt ausgegangen werden, der jedoch in weiteren Versuchen bestatigt werden muss.

Von Neubeck [64] zeigt in humanen Hautdquivalenten fiir eine Bestrahlung mit sehr niedri-
gen Rontgendosen nach 3 Tagen eine Abnahme der Proliferation fiir 0,1 Gy und 2 Gy, wahrend
es fiir 0,5 Gy zu einer leichten, jedoch nicht signifikanten Erhéhung der Proliferation kommt.
Spezifische Effekte fiir eine Bestrahlung mit 0,5 Gy, die sich im Vergleich zu niedrigen und ho-
heren Dosen nicht linear verhalten, konnten auch schon in anderen Publikationen z.B. fiir die
Bestrahlung von Zellen beobachtet werden [89], [90]. Fiir niedrige Dosen im Bereich von 0,03
bis 0,1 Gy schwerer Ionen wie Sauerstoff (LET:18 keV/um), Neon (LET: 35 keV/um) und Sili-
zium (LET: 60 keV/um) konnte von Neubeck [31] drei Tage nach Bestrahlung unabhingig vom
verwendeten LET tendenziell eine Erhohung der Proliferation feststellen.

Gemeinsam mit der im vorangegangenen Abschnitt diskutierten Beeintrachtigung der Basal-

zellstruktur nach Niedrigdosisbestrahlung und der hier diskutierten Erhohung der Proliferation
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nach der selben Dosis ist es moglich, dass es sich hierbei um eine kompensatorische Proliferation
handelt. Um die geordnete Struktur der Basalschicht wieder herzustellen, werden neue Zellen
gebraucht. Damit konnte ebenfalls eine transiente beschleunigte Differenzierung einhergehen.

4.5.6 Insbesondere nach der Niedrigdosis Bestrahlung mit Rontgenstrahlung verandert

sich die E-Cadherin-Expression

Die E-Cadherin-Expression und -Lokalisierung ist insbesondere nach der Bestrahlung mit niedri-
gen Dosen ebenfalls verdandert (Abbildung 3.33). Wahrend in den Kontrollen die Zellen der Ba-
salschicht eine deutliche, zellumrandende Farbung aufweisen, die die E-Cadherin-vermittelten
Zell-Zell-Kontakte sichtbar macht, ist dies nach einer Bestrahlung mit niedrigen Dosen Rontgen-
strahlung nicht mehr so deutlich. Einerseits nimmt die Farbeintesitat {iber die gesamte Epidermis
ab, andererseits ist in den Basalzellen eine verdnderte Lokalisation der Firbung zu beobachten.
Die Zellen sind nicht klar von einer E-Cadherin-positiven Linie umrundet, sondern die Fairbung
erscheint diffus um die Zelle verteilt. Dies gibt Hinweise darauf, dass die Zell-Zell-Kontakte in
der Basalschicht dieser Proben verdndert sind. Dieses Ergebnis passt sehr gut zu der Tatsache,
dass, wie bereits diskutiert, nach diesen Bestrahlungsdosen die Morphologie der Basalzellen
verdndert ist. Das weist darauf hin, dass durch die Bestrahlung die Zell-Zell-Kontakte aufgelost
oder geschadigt werden, sodass es kurzfristig zu einer beschleunigten Differenzierung kommen
kann, die die beschriebene strukturelle Verdnderung der Basalschicht zur Folge hat. Ausserdem
miissen die Zell-Zell-Kontakte zumindest teilweise aufgelost werden, damit die Zelle prolife-
rieren kann. Man muss an dieser Stelle jedoch beachten, dass die Anzahl an proliferierenden
Zellen im Hautdquivalent insgesamt relativ gering ist, und das Fehlen der E-Cadherin-Farbung
nicht allein dadurch begriindet sein kann, dass es sich bei Zellen mit verdnderter Firbung um
proliferierende Zellen handelt. Eine Verringerung der E-Cadherin-Expression ist ausserdem auch
fiir eine epithelial-mesenchymale Transition (EMT) beschrieben, bei der Epithelzellen ihre epi-
thelialen Eigenschaften verlieren und die Fahigkeit der Migration erlangen [91]. Dies geht mit
einem Polaroitatsverlust der Zellen und einem Verlust des Kontakts zur Basalmembran einher
[92]. Ob die hier beobachtete Verringerung und Delokalisierung der E-Cadherin-Expression und
der Verlust der Basalzellpolaritit im Zusammenhang mit EMT steht, wird momentan und in
zukiinftigen Experimenten zum Beispiel anhand der Expression der Transkriptionsfaktoren Slug
und Snail, weiter untersucht.
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4.6 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit sollten die entziindungsrelevanten Effekte verschiedener Strahlenqualitdten in
Modellsystemen unterschiedlicher Komplexitdt untersucht werden. Hierfiir wurden Monokul-
turen von priméaren Keratinozyten, Co-Kulturen von Keratinozyten und Fibroblasten, humane
Hautiquivalente und humane Hautexplantate verwendet. Diese Modellsysteme wurden mit
Rontgenstrahlung, Kohlenstoffionen und UV-B-Strahlung behandelt. Es sollte untersucht wer-
den, welchen Einfluss einerseits die Komplexitat des Modellsystems und andererseits die Strah-
lenqualitét hat. Ausserdem sollte untersucht werden, ob es fiir die Bestrahlung mit niedrigen Do-
sen Rontgenstrahlung oder Kohlenstoffionen von 0,5 Gy einen spezifischen Niedrigdosiseffekt
gibt, der einen moglichen anti-inflammatorischen Effekt bei diesen Dosen erkldren kann. Die
wichtigsten Ergebnisse und Diskussionsansétze aus dieser Arbeit werden im Folgenden noch-
mals kurz zusammengefasst und mogliche Schlussfolgerungen daraus gezogen:

* In der hier vorliegenden Arbeit konnten verschiedene Modellsysteme, enschlieRlich Ex-

plantate humaner Haut fiir die Bestrahlung etabliert werden. Humane Hautdquivalente
haben sich als geeignetes System erwiesen um frithe Bestrahlungeffekte zu untersuchen.
Mit entsprechenden histologischen und immunhistochememischen Farbungen, Western-
blotanalysen und ELISA-Messungen konnten Aussagen iiber das Vorkommen von Apopto-
se, der Zytokinfreisetzung und der Lokalisierung verschiedener Proteine getroffen werden.
Ausserdem eignen sich die Hautdquivalente mit ihrer sehr gleichméRigen und geordneten
Struktur fiir die Untersuchung strahleninduzierter Verdnderungen der Morphologie.
Mit den ersten Ergebnissen aus Versuchen mit humanen Hautexplantaten zeigte sich, dass
sich die beobachteten Effekte zum Beispiel hinsichtlich der Apoptose nicht grundlegend
unterscheiden. Trotzdem bieten Hautexplantate ein vollstdndigeres Bild der induzierten
Effekte, da sie die in der Epidermis residierenden Langerhanszellen mit einbeziehen. Dies
ist flir manche Versuche eine Vorteil im Vergleich zu den Hautdquivalenten. Die Struktur
der humanen Haut ist jedoch nicht so gleichméfig, wie sie es in Hautdquivalenten ist, da in
humaner Haut Haarfollikel vorkommen und die Haut unterschiedlich dick sein kann. Aus
diesem Grund sind humane Hautexplantate fiir Untersuchungen, die die Struktur der Haut
und die Morphologie einzelner Zellen betreffen nur bedingt geeignet. Trotzdem wurde in
humaner Haut nach der Bestrahlung Parakeratose detektiert.

* Es konnte gezeigt werden, dass wahrend dem in dieser Arbeit beobachteten Zeitraum
Apoptose und Nekrose nach ionisierender Bestrahlung keine Rolle hinsichtlich einer Ent-
zlindungsreaktion spielen. Dies konnte in allen Kultursystemen fiir Dosen von bis zu 10 Gy
Rontgenstrahlung und bis zu 2 Gy Kohlenstoffionen bestétigt werden. Auch nach niedrigen
Dosen wie zum Beispiel 0,5 Gy kommt es nicht zu Apoptose einzelner Zellen. Dies zeigt,
das Apoptose und Nekrose weder hinsichtlich einer pro- noch einer anti-inflammatorischen
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Wirkung eine Rolle spielen.

Fiir Rontgen- und Gammastrahlung werden diese Ergebnisse in der Literatur sowohl fiir
das hier verwendete Hautdquivalent, als auch fiir in vivo-Experimente sowohl an Schwei-
nen als auch im Rahmen einer Strahlentherapie an Menschen bestétigt. Fiir die Bestrahlung
mit Kohlenstoffionen gibt es hingegen nur wenige klinische Daten aus Patientenstudien
und fiir Hautdquivalenten gibt es gar keine Daten. Klinisch sind die Nebeneffekte zu denen
es bei der Bestrahlung der Haut bei einer Strahlentherapie mit Kohlenstoffionen kommt als
nicht signifikant hoher als fiir Photonen beschrieben [30], [93], obwohl beipielsweise fiir
die Zellinaktivierung von Monokulturen fiir Kohlenstoffionen eine erhohte Effektivitdt im
Vergleich zu Photonen beschrieben ist [94]. Hinsichtlich Apoptose und Nekrose konnte in
den Ergebnissen dieser Arbeit ebenfalls keine gesteigerte Effektivitat fiir Kohlenstoffionen
beobachtet werden.

In allen Modellsystemen wurde durch die Bestrahlung, unabhingig von der Strahlungs-
art, die Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-1alpha, IL-6 und IL-8 erhoht.
Die Effekte fiir die verschiedenen Strahlenqualititen sind grofRteils dhnlich, unterscheiden
sich jedoch in ihrer Kinetik. Fiir UV-B ist ein sehr friither Effekt zu beobachten, der 48 h
nach der Bestrahlung bereits abgeklungen ist, wahrend fiir die Bestrahlung mit Kohlen-
stoffionen erst 48 h nach der Bestrahlungen Anderungen auftreten. Fiir die Bestrahlung
mit Réntgenstrahlung sind sowohl 24 h als auch 48 h nach Bestrahlung Anderungen zu
beobachten. Der frithere Effekt nach UV-B-Bestrahlung im Vergleich zur Bestrahlung mit
Rontgenstrahlung ist bekannt und kann durch Literaturdaten bestétigt werden [60]. Die
zeitliche Einordnung der Effekte der Kohlenstoffbestrahlung in diese Kinetik konnte durch
die hier vorliegenden Daten erstmals erfolgen.

Auch die Auspragung der Zytokinfreisetzung ist fiir Kohlenstoffbestrahlung im Vergleich zu
Rontgenbestrahlung gleich oder schwacher. Ausserdem kommt es nach ionisierender Strah-
lung nicht zu einer kontinuierlichen, linearen Dosisabhédngigkeit, sondern insbesondere fiir
Rontgenstrahlung bei 2 Gy und 10 Gy zu dhnlichen oder sogar fiir 2 Gy starker ausgeprag-
ten Anderungen. Dies zeigt, dass Kohlenstoffionen auch hinsichtlich der Induktion einer
Entziindungsreaktion keinen grofleren, sondern einen mit Rontgenstrahlung vergleichba-
ren Effekt haben und es ein Plateau hinsichtlich der freigesetzten Zytokinmenge gibt.

In den Hautédquivalenten spielt nach der Bestrahlung die Struktur des Gewebes, der Diffe-
renzierungsstatus, die Morphologie der Zellen und die Proliferationsfihigkeit eine grof3e
Rolle hinsichtlich der Aufrechterhaltung der Gewebehomdostase. In der hier vorliegenden
Arbeit wurden erstmals strahleninduzierte strukturelle und morphologische Veranderun-
gen quantitativ oder semi-quantitativ erfasst und konnen so fiir verschiedene Strahlenqua-
lititen verglichen werden. Fiir hohe Intensitdten UV-B Bestrahlung und die Bestrahlung
mit Kohlenstoffionen treten Effekte auf, die auf eine verdnderte Differenzierung hinweisen.
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Dies ist einerseits die Hyperkeratose, die einer beschleunigten Differenzierung entspricht
und Parakeratose, die durch einen fehlerhaften Differenzierungsprozess zustande kommt.
Fiir Rontgenbestrahlung kommt es ebenfalls zu einer beschleunigten Differenzierung, die
sich in Form von Hyperkeratose widerspiegelt, jedoch grof3teils korrekt ablauft, da nach
Rontgenbestrahlung nur wenig Parakeratose zu beobachten ist. Dies zeigt, dass hinsicht-
lich der Beschleunigung und insbesondere der Veranderung des Differenzierungsprozesses
die Bestrahlung mit Kohlenstoffionen im Vergleich zu Rontgenstrahlung einen deutlicheren
Effekt hat.

Verdnderungen in der Morphologie und Polaritit der Basalzellen und der Struktur der Ba-
salschicht wurden vorwiegend und am ausgepragtesten fiir niedrige Dosen, insbesondere
0,5 Gy Rontgenstrahlung, beobachtet. Es kann sich hierbei um einen Niedrigdosiseffekt
handeln. Die Basalzellstruktur verandert sich, was die Homoéostase der Haut beeintrachti-
gen kann, unter Umstidnden aber nur ein transienter Effekt ist, der im Laufe der weiter
Proliferation und Differenzierung wieder ausgeglichen werden kann. Bei hohen Dosen
kommt es ebenfalls zu einer Verdnderung in der Basalschicht, diese ist jedoch nicht so
ausgepragt, da die Zellen eine beschleunigte Differenzierung durchlaufen, was letztend-
lich zu einer Verdickung des stratum corneums fiihrt. In diesem Fall 1auft die Differenzie-
rung zwar schneller, jedoch korrekt ab. Bei einer weiteren Erhohung der Dosis bzw. bei
der Bestrahlung mit Kohlenstoffionen kommt es zu einer so starken Beschleunigung des
Differenzierungsprozesses, dass dieser nicht mehr korrekt ablaufen kann und es zur Para-
keratose kommt.

Dies wiirde bedeuten, dass in diesem Fall die Bestrahlung mit Kohlenstoffionen einen hohe-
ren Effekt hat als die Bestrahlung mit Rontgenstrahlung. Eine beschleunigte und fehlerhaft
ablaufende Differenzierung stort die Homoostase der Haut und konnte deren Barrierefunk-
tion beeintrachtigen, was zu einer unter Umstidnden spater auftretenden Entziindungsre-

aktion beitragen kann.

* Fiir niedrige Dosen, insbesondere fiir 0,5 Gy, konnte sowohl eine verdnderte E-Cadherin-
Expression und Lokalisierung als auch eine erhohte Proliferation beobachtet werden. Hier-
bei kann es sich ebenfalls um eine schwache Form des verdnderten Differenzierungpro-
zesses, der bei hoheren Dosen zu Hyperkeratose und Parakeratose fiihrt, handeln. Durch
die erhohte Proliferation konnte die Homoostase des Gewebes aufrecht erhalten werden,
indem die korrekte palisadenartige Struktur der Basalschicht mit Hilfe von neuen Zellen
wieder hergestellt wird. Auch hier kommt es durch die Bestrahlung mit Kohlenstoffionen
nicht zu einem ausgepragteren Effekt.

* In den vorliegenden Ergebnissen wird ausserdem deutlich, dass die jeweiligen Merkmale
wie zum Beispiel die Freisetzung von HMGB1 oder pro- bzw. anti-inflammatorischen Zyto-
kinen nach mit zunehmender Komplexitit des Modellsystems schwéacher ausgepragt sind.
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Dies ist sowohl in den Kontrollen der jeweiligen Modellsysteme als auch nach Bestrahlung
der Fall. Dies zeigt, dass Systeme, die eine dreidimensionale Struktur aufweisen und die
Zellkommunikation zwischen Keratinozyten und Fibroblasten ermoglichen deutlich stabi-
ler sind, als eindimensionale Systeme und legt nahe, dass fiir das Verstandnis von Bestrah-
lungseffekten auf die humane Haut dreidimensionale Modellsysteme, wie Hautdquivalente
und Hautexplantate notwendig sind, um die in vivo so gut wie moglich nachzustellen und
ein moglichst realistisches Bild der Effekte zu bekommen.

4.7 Ausblick

In der hier vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Modellsysteme etabliert und fiir die Be-
strahlung mit Rontgenstrahlung, Kohlenstoffionen und UV-B-Strahlen optimiert. Hierbei hat sich
gezeigt, dass das humane Hautidquivalent EFT400 geeignet ist, um frithe Bestrahlungseffekte in
der Haut zu untersuchen. Es konnten viele quantitative und semiquantitative Auswertungsme-
thoden fiir verschiedene Merkmale etabliert werden. In den hier gezeigten Proben konnte auch
eine Veranderung der E-Cadherin-Expression beobachtet werden. Um diese ebenfalls quantitativ
erfasssen zu konnen wird im Moment im Rahmen einer Bachelorarbeit eine Auswertemethode
fiir E-Cadherin-Farbungen etabliert, mit der sowohl die Farbeintensitédt der Epidermis als auch
der Basalschicht erfasst werden kann. Mit Hilfe dieser Methode konnte bereits fiir ein Experi-
ment bestitigt werden, dass die Intensitdt der E-Cadherin-Firbung nach der Bestrahlung mit
UV-B signifikant abnimmt. Die Auswertung wird im Rahmen der Bachelorarbeit fiir weitere Ex-
perimente und Strahlenqualitdten durchgefiihrt.

Die Kultivierung humaner Hautexplantate konnte erfolgreich etabliert und erste Bestrahlungsex-
perimente durchgefiihrt werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnte nur ein Teil der mit humaner
Haut durchgefiihrten Versuche ausgewertet werden. Ausserdem sollen die fiir die Hautdqui-
valente etablierten Methoden zur quantitativen Auswertung verschiedener Merkmale fiir die
Auswertung der Experimente mit humaner Haut optimiert werden.

Mit Hilfe dieser Daten kann ein recht vollstindiger Uberblick iiber die Effekte aller drei verwen-
deten Strahlungsarten auf die verschiedenen Modellsysteme gegeben werden, der so vorher
in publizierten Daten nicht zur Verfiigung stand. Diese sind insbesondere fiir die Optimierung
der Strahlentherapie hilfreich, da in diesem Fall ebenfalls gesunde Haut des Patienten bestrahlt
wird.

Um jedoch die anti-inflammatorischen Effekte der Niedrigdosisbestrahlung besser verstehen
zu konnen, ware es wiinschenswert ein Modellsystem fiir humane Haut zu etablieren, wel-
ches Merkmale einer chronischen Entziindung aufweist. Eine Moglichkeit hierfiir wiare humane
Hautexplantate mit pro-inflammatorischen Zytokinen zu kultivieren und so eine Entziindungs-
reaktion zu stimulieren [48]. Im néchsten Schritt soll ein weiterer Ethikantrag gestellt werden,
der es ermoglicht Biopsien humaner Haut von Psoriasis- oder Neurodermitis-Patienten zu kul-
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tivieren. Bei diesen Krankheiten liegt eine dauerhafte Stimmulierung des Immunsystems und
daraus resultierende chronische Entziindung vor. Beide Erkrankungen stehen auf der Indikati-
onsliste fiir eine Radonbehandlung [24], und sorgen erfahrungsgemél} fiir eine Linderung der
Symptome bei den betreffenden Patienten. Es gibt jedoch weder fiir die Behandlung von Pso-
riasis noch fiir Neurodermitis bzw. atopische Dermatitis aussagekraftige Daten in der Literatur
in denen dieser Effekt beschrieben oder gar erklart wird. Aus diesem Grund wére es sehr auf-
schlussreich ein Modellsystem fiir diese Erkrankungen zu etablieren und dieses unter definierten
Bedingungen in der Radonkammer der GSI zu bestrahlen. Diese Daten konnten Aufschluss {iber
die Wirkung niedriger Dosen Alphastrahlung geben und zur Aufkldrung und dem Verstdndnis
der anti-inflammatorischen Wirkung niedriger Bestrahlungsdosen beitragen.
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