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Tab. 1: Abkiirzungsverzeichnis

2D-SDS-PAGE | two dimensional sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel
electrophoresis

6-4 PPs Pyrimidin (6,4) pyrimidon

A. dest. destilliertes Wasser

ACN Acetonitril

APS Ammoniumpersulfat (Ammoniumperoxodisulfat)

AWMF Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen
Fachgesellschaften

BSA bovines Serumalbumin

CCS Colloidal Coomassie Solution

CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat

Co Kontrollgruppe

CPD Cyclobutan pyrimidin Dimer

Cy Fluoreszenzfarbstoff (vom Hersteller GE-Healthcare)

DIGE Differential In Gel Electrophoresis

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonucleic acid

DTT Dithiothreitol

ECP Eosinophiles Kationisches Protein

EtOH Ethanol

GGR globale Genom-Reparatur

h Stunden

IAA lodoacetamid

IEF Isoelektrischen Fokussierung

IPA Ingenuity Pathway Analyse

IPG immobilisierter pH-Gradient

1-VIS sichtbares Licht niedriger Intensitét

mA Milliamper

MALDI matrix-assisted laser desorption/ionisation

MeOH Methanol

mg/ml Milligramm pro Milliliter

min Minuten

mJ/cm2 Millijjoule pro Quadratzentimeter (Einheit fiir die UV-Dosis)

ml Milliliter

mM Millimol

mUV/VIS mixed UV and visible light (Rhinolight: 5% UV-B, 25% UV-A
und 70% sichtbares Licht)

Na,S,03*5H,0 | Natriumthiosulfat

NER Nukleotid Exzisions Reparatur

NH4HO Ammoniumhydroxid

nm Nanometer
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PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PCA Principle component analysis, Hauptkomponentenanalyse
PUVA Psoralen plus UV-A

RL Rhinolight (behandelte Gruppe)

rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
SDS Sodiumdodecylsulfat

TCR Transkriptions gekoppelte Reparatur

TEMED Tetramethylethylendiamin

TMeV TIGR Multiexperiment Viewer

TOF time of flight

Tris Tris (hydroxymethyl) aminomethan)

\Y Volt

\ Watt

ug/pl Mikrogramm pro Mikroliter

%Volumen Spotquantitdt aus Delta 2D Software: Relative

Graustufenintensitéten pro Fliche im Verhéltnis zur
Gesamtsumme aller im Gel gefundenen Graustufenintensitéiten
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Die Phototherapie entziindlicher und immunvermittelter Hauterkrankungen (z.B.
Psoriasis vulgaris, atopisches Ekzem oder Vitiligo) ist eine etablierte Behandlungs-
option in der Dermatologie, deren Wirksamkeit in Studien belegt wurde. Daher
findet sich die Phototherapie auch in den Leitlinien der AWMEF (Arbeitsgemeinschaft
der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften) [1-3]. Ein neueres
Anwendungsgebiet der Phototherapie ist die Therapie der allergischen Rhinitis [4].
Ziel der vorgelegten Arbeit war die Evaluation der Phototherapie bei allergischer

Rhinitis auf Proteomebene.

3.1. Allergische Rhinitis

Die allergische Rhinitis ist eine allergeninduzierte und IgE-vermittelte Typ-I-
Uberempfindlichkeitsreaktion der nasalen Mukosa [5, 6]. Sie ist eine sehr weit
verbreitete chronisch atopische Erkrankung, die durch eine chronische Entziindung
der nasalen Mukosa gekennzeichnet ist. Die Haupteffektorzellen sind Eosinophile,
Mastzellen und Basophile [5, 7]. Symptomatisch manifestiert sich diese immuno-
logische Erkrankung vor allem als allergische Rhinokonjunktivitis. Im Bereich der
Augen zeigen sich Tridnenfluss, Pruritus sowie eine Rotung und Schwellung [5].
Nasale Symptome sind: Rhinorrhoe, Pruritus mit hdufigen Niesattacken, Schwellung
der Nasenschleimhaut mit Nasenatmungsbehinderung und daraus resultierender
Riechstorung [5]. Bei einer Beteiligung der Atemwege kdnnen zusétzlich Symptome
eines Asthma bronchiale mit Hustenreiz und Atemnot auftreten. Ca. 80 % der

Patienten mit einem Allergischen Asthma zeigen auch eine Allergische Rhinitis [5].

Am wichtigsten bei der Diagnostik der allergischen Rhinitis ist die genaue
Anamnese. Zur weiteren spezifischen Diagnostik stehen in-vivo-Tests wie der Skin-
Prick- oder der Scratch-Test zur Verfligung. Bei diesen Verfahren werden mehrere
potenzielle Allergenextrakte in die Haut des Patienten eingebracht und nach einer

bestimmten Zeit diese Stellen auf Hautreaktionen untersucht.
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Die beiden hédufigsten in-vitro-Diagnostikverfahren sind die Bestimmung des
Gesamt-IgE mittels Radio-Immuno-Sorbens-Test (RIST) oder die Bestimmung des
spezifischen IgE (sIgE) mit dem Radio-Allergo-Sorbens-Test (RAST). Weitere
mogliche Verfahren konnen die Bestimmung des allergenspezifischen IgG, der
zelluldre Allergenstimulationstests, der Histamin-Freisetzungstest, der Basophilen-

Aktivierungstests oder der Lymphozyten-Stimulationstest (LST) sein.

Pathophysiologisch unterscheidet man die Sensibilisierungsphase und die
Effektorphase. In der Sensibilisierungsphase erfolgt die Sensibilisierung fiir das
entsprechende Allergen. Diese Antigene werden nach Antigen-Exposition des
resiparorischen Epithels von Antigen-prisentierenden Zellen (APC) verarbeitet. Die
Antigene werden in 7 — 14 Aminosduren lange Peptide gespalten und binden an die
Antigen-Erkennungsstellen der MHC-II-Komplexe (Major Histocompatibility
Complex) (HLA-DR, DP, DQ). Diese Antigen-priasentierenden Zellen wandern in
die drainierenden Lymphknoten. Die antigenen Peptide werden den naiven ThO
Lymphozyten, die frisch aus dem Thymus freigesetzt wurden, tiber die MHC-II-
Komplexe der Antigen-priasentierenden Zellen prisentiert. Daraufhin differenzieren

sich die ThO-Zellen zu Th2-Lymphozyten. 8]

Die geprigten Th2-Zellen setzen ihre charakteristischen Zytokine frei (IL-3, IL-4,
IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimuliernder Faktor
(GM-CSF)) [8, 9]. Diese Substanzen fordern die Differenzierung der B-Zellen zu
IgE-produzierenden Plasmazellen und inhibieren die Differenzierung der ThO-Zellen
zu Thl-Zellen [8]. Nach Exposition gegeniiber Allergenen zeigen sich die
zirkulierenden IgE-Level erhoht und bleiben {iber 2 Wochen nach der initialen
Provokation erhoht [10]. Bei saisonaler allergischer Rhinitis zeigt sich eine saisonale
Erhoéhung der zirkulierenden spezifischen IgE-Antikorper gegen das entsprechende
Allergen [10]. Individuen mit genetischer Pradisposition zur IgE-Antikérper-Bildung

gegen Allergene werden als Atopiker bezeichnet.
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IL-4 induziert die IgE-Produktion durch B-Zellen [6]. Die gebildeten IgE-Antikorper
binden mit hoher Affinitit an FceRI-Rezeptoren auf der Oberfldche von Mastzellen
und Basophilen [7]. Die IgE-sensibilisierten Mastzellen besitzen Spezifitdt flir das
entsprechende allergene Antigen. IL-3, IL-5 und Granulozyten-Makrophagen-
Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) steigern Proliferation, Aktivierung und
Uberleben der Eosinophilen [8]. Diese Cytokine kénnen von den Eosinophilen auch
selber freigesetzt werden [8]. Dariiber hinaus produzieren die Eosinophilen ECP
(Eosinophiles Kationisches Protein) [8]. Die Eosinophilen-Anzahl ist bei Patienten
mit allergischer Rhinitis im Vergleich zu gesunden Patienten erhoht [9]. Betroffene
zeigen eine periphere Eosinophilie und Basophilie, deren Gréfe mit dem

Schweregrad der Symptome korreliert [10].

Nach dem Re-Kontakt mit dem Allergen degranulieren IgE-sensibilisierte Mastzellen
innerhalb von Minuten und setzen eine Reihe von Mediatoren frei, die zu frithen
Symptomen sowie zur Rekrutierung weiterer entziindlicher Zellen fithren, welche die
spateren Symptome hervorrufen und den Krankheitsprozess weiter aufrecht halten
[11]. Viele dieser Mediatoren fithren zu charakteristischen Symptomen der
allergischen Rhinitis, einschlieBlich Nielen, Juckreiz, Rhinorrhoe und Behinderung
der Nasenatmung. Diese Friihe-Phase Reaktionen sind zuriickzufiihren auf die
unmittelbare Freisetzung von Cysteinyl-Leukotrienen, Prostaglandinen, Histamin,

Zytokinen und Tryptase [11].

Histamin ruft fast alle Reaktionen der Frithphase hervor, primér durch Bindung an
H1-Rezeptoren. Uber die Bindung an H1-Rezeptoren stimuliert Histamin sensible
Nerven [11]. Es wirkt auch iiber H2-, H3- und H4-Rezeptoren und erhdht die
Expression von Adhisions-Molekiilen und die Produktion einer Vielzahl an
proinflammatorischen Zytokinen [12]. Tryptase baut Kininogen aus dem Blut ab und
fiilhrt zur Bildung von Kininen, welche sehr potente inflammatorische Substanzen
sind [11]. Bradykinin ist ein potenter Mediator, der auf BlutgefdBe dilatierend wirkt

und zur Extravasation von Plasma fiihrt [11].
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Aufgrund der Zytokin- und Mediatorfreisetzung wird die nasale Mukosa von
Entziindungszellen, Basophilen, Eosinophilen, Neutrophilen, Mastzellen und
Mononukleédre Zellen infiltriert, welche die entziindlichen Reaktionen in der nasalen
Mukosa weiter vorantreiben [7, 13-15]. Die Einwanderung von Eosinophilen
korreliert mit der Entwicklung und dem Fortschreiten der Symptome der allergischen
Rhinitis [14]. Eosinophile setzen eine Reihe proinflammatorischer Mediatoren frei,
einschlieBlich Cysteinyl-Leukotriene, kationische Proteine, Eosinophile-Peroxidase
und ,,major basic protein“ und dienen als Hauptquelle von IL-3, IL-5, GM-CSF und
IL-13 [14, 16].

Die Wirkungen der Cysteinyl-Leukotriene sind verbunden mit der Symptomatik der
allergischen Rhinitis sowie der Rekrutierung und Aktivierung von Eosinophilen [12].
Bei allergischer Rhinitis finden sich erhohte Level an Cysteinyl-Leukotrienen im
nasalen Sekret nach Allergenkontakt, deren Level mit dem Level des Eosinophile
kationischen Proteins (ECP-Level) korrelieren [12]. Die Cysteinyl-Leukotriene
tragen sowohl zur Friih- und als auch zur Spit-Phase bei und sind unter anderem
verantwortlich fiir die nasale Obstruktion und Rhinorrhoe [12]. Weiterhin fordern sie
die Eosinophilen-Adhésion, sie reduzieren die Eosinophilen-Apoptose und fordern

das Wachstum von Eosinophilen-Vorldaufern (mit GM-CSF, IL-5) [12].

10
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3.2. Rhinolight

Das kommerziell erhiltliche und zur Therapie der allergischen Rhinitis eingesetzte
Rhinolight (Rhinolight Ltd., Szeged, Ungarn) erzeugt Licht in einem Spektrum von
310 nm bis 600 nm. Wegen seiner Komposition (5 % UVB, 25 % UVA und 70 %
sichtbares Licht) wird das erzeugte Licht auch als ,,mixed UV and visible light*, kurz
,mMUV/VIS“, bezeichnet. Die Kombination der verschiedenen Wellenlingen hat
einen synergistischen Effekt [4, 17]. Dies ermdglicht niedrigere UVB-Dosen [4, 17].
Die Symptome der allergischen Rhinitis sind nach mUV/VIS-Behandlung signifikant
reduziert [4]. Einzige leichte Nebenwirkung sei eine Xerosis der Nasenschleimhaut,

die mit Pflegemitteln therapiert werden kénne [17].

A

Abb. 1: Rhinolight
Abbildung der UV-Quelle Rhinolight (Rhinolight Ltd., Szeged, Ungarn, http://www.rhinolight.eu/).

11
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Abb. 2: Schematische Darstellung einer Rhinolight-Bestrahlung

Schema einer Rhinolight-Bestrahlung (Rhinolight Ltd., Szeged, Ungarn, http://www.rhinolight.eu/).
Uber das nasale Ansatzstick wird das mUV/VIS (gemischtes UV- und sichtbares Licht,
Zusammensetzung: 5% UV-B, 25% UV-A, 70% sichtbares Licht) mit vorsichtigen und kreisenden
Bewegungen iiber die Nares und Vestibula nasi in die Cavitates nasi appliziert.

3.2.1. Sicherheitshinweise laut Herstellerangaben [18]

Aufgrund des hochenergetischen Potenzials der UV-Bestrahlung darf die Rhinolight-
Therapie nur von geschultem medizinischen Personal durchgefiihrt werden. Eine
Behandlung von Kindern und Jugendlichen unter 14 Jahren sollte nur nach
ausgiebiger Nutzen- und Risikoabwigung erfolgen. Unerwiinschte Wirkungen wie
die Trockenheit der Nasenschleimhaut, eine Krustenbildung oder eine leichte
Epistaxis kénnen durch die Anwendung von Vitamin-A-Ol an den Tagen zwischen
den Behandlungen vermieden bzw. gelindert werden. Bei einer sehr stark
ausgeprigten Trockenheit mit Krustenbildung oder Nasenbluten muss die
Behandlung unterbrochen werden und kann nach Abklingen der Beschwerden
fortgesetzt werden. Sollte es zu einer Verstirkung der Allergiesymptome nach den
ersten Behandlungen kommen, muss die Therapie nicht unterbrochen werden, da
dies nur eine tempordre Reaktion auf die Behandlung darstellt, welche sich zum
Ende der 2. Woche spontan zuriickbildet. Bei einer Entziindung der
Nasenschleimhaut kann die Behandlung 1-2 Tage unterbrochen werden. Im Falle
einer lokale Infektion der Nasenschleimhaut muss die Behandlung unterbrochen

bzw. die Infektion vor Beginn der UV-Behandlung spezifisch therapiert werden.

12



3. Einleitung

3.2.2. Anwendung des Rhinolights [18]

Die Rhinolight-Therapie kann nicht préventiv, sondern erst nach Auftreten
allergischer Symptome verwendet werden. Nach der Diagnosestellung einer
allergischen Rhinitis besteht eine Indikation zur Rhinolight-Therapie z. B. bei der
Ablehnung einer medikamentdsen Therapie durch den Patienten oder als Ergéinzung
zu einer bereits eingeleiteten medikamentdsen Therapie (z. B. Antihistaminika,
Kortikosteroide). Eine weitere Indikation zur Rhinolight-Therapie besteht laut
Hersteller bei Vorliegen von Kontraindikationen gegeniiber einer medikamentdsen
Therapie (z. B. Medikamentenallergien, Schwangerschaft, Stillzeit, aktive Sportler,

sedative oder andere Nebenwirkungen, Nieren- oder Leberschidigungen). [18]

Vor einer Therapiesitzung sollten die Patienten ihre Nase griindlich schniuzen.
Vasokonstriktive Sprays konnen eine Odembildung der Nasenschleimhaut
verhindern bzw. reduzieren. Wéihrend der Bestrahlung wird das Ansatzstiick
vorsichtig und kontinuierlich kreisend bewegt, um die Strahlung gleichméBig zu
verteilen. Dies hilft, die Trockenheit der nasalen Mukosa zu vermeiden. Die
Bestrahlung der Hautoberfliche oder anderer Areale, insbesondere die direkte
Bestrahlung der Augen sind strikt zu vermeiden. Das Tragen von UV-Schutzbrillen

ist vorgeschrieben. [18]

3.2.3. Saisonale allergische Rhinitis - Therapieschema [18]

Laut Hersteller [18] werden zur Therapie der saisonalen allergischen Rhinitis bis zu
6 Rhinolight®-Behandlungen innerhalb zweier aufeinander folgender Wochen
empfohlen (2 oder 3 Behandlungen pro Woche). Die Bestrahlungsdauer kann, wie in
Tab. 2 dargestellt, gesteigert werden. Die erste Behandlung kann 2 min, darf aber
nicht ldnger als 3 min dauern. Auflerdem sollten nicht mehr als 4 Behandlungen pro
Woche fiir 2 aufeinander folgende Wochen appliziert werden. Im Fall schwerer
allergischer Symptome konnen die Rhinolight®-Behandlungen, nach reichlicher
Nutzen- und Risiko-Abwégung sowie unter regelméBiger klinischer Kontrolle, fiir 4
Wochen fortgefiihrt werden. Zu Beginn einer neuen Pollenperiode und/oder bei

Auftreten neuer Allergene kann die Behandlung wiederholt werden.
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3. Einleitung

3.2.4. Therapieschema bei ganzjahriger Allergie [18]

Laut Hersteller [18] werden bei nicht-saisonaler Allergie, je nach Schweregrad, 2

oder 3 Behandlungen in der ersten Woche und danach eine Erhaltungsbehandlung

pro Woche empfohlen.
saisonale allergische Rhinitis [18] perenniale allergische Rhinitis [18]
Behandlung Behandlungsdauer/ Behandlung Behandlungsdauer/
Nasenoffnung (min:s) Nasenoffnung (min:s)
Erste Woche Erste Woche
1. 2:00 1. 2:00
2. 2:15 2. 2:15
3. 2:30 3. 2:30
Zweite Woche Zweite Woche
4, 2:45 4. | 2:45
5. 3:00 Dritte Woche
6. 3:00 5. \ 3:00
- - Vierte Woche
- - 6. \ 3:00
- - Fiinfte Woche
- - 7. \ 3:00
- - Sechste Woche
- - 8. | 3:00

Tab. 2: Therapieschema saisonaler und perennialer allergischer Rhinitis It. Hersteller
(18]

Gegeniiberstellung des Therapieschemas der saisonalen allergischen Rhinitis und der ganzjéhrigen
Allergie. Dargestellt sind die Bestrahlungszeiten pro Nasendffnung in Minuten und Sekunden zum
jeweiligen Zeitpunkt. Begonnen werden kann mit 2 min pro Nasendffnung. Pro Nasenoffnung sollten
jedoch 3 min nicht iiberschritten werden.

3.2.5. Relative Kontraindikationen [18]

Der Hersteller nennt folgende relative Kontraindikationen: 1) anatomische
Storungen, die die Applikation der verschriebenen Dosen behindern (z. B.
Nasenseptumdeviation, groBBe Polypen), 2) zusitzlich aktive inflammatorische
Erkrankungen der Nasenhohle (z.B. bakterielle oder virale Infektionen) oder andere
schwere Erkrankungen (z.B. nasopharyngeale Tumoren). Zum Ausschluss dieser
Storungen wird vor der Therapie eine Otorhinolaryngeale Untersuchung empfohlen.
3) Patienten bei denen bereits frither chronische Mutationen der Haut als Reaktion

auf Licht entstanden sind.
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3. Einleitung

3.3. Wirkungen des UV-Lichtes

Anhand des physiologischen Effektes wird der UV-Bereich unterteilt in UVA (320 —
400 nm), UVB (280 — 320 nm) und UVC (100 — 280 nm). Auch sichtbares Licht
(400 — 800 nm) und Infrarot Strahlung (800 — 10° nm) scheinen eine Rolle bei der
Phototherapie zu spielen [19]. Grundlage der therapeutischen Wirkung von UV-Licht

ist die immunsuppressive und immunmodulatorische Wirkung.

3.3.1. Photoimmunsuppression

Die UV-Bestrahlung modifiziert das Immunsystem an verschiedenen Stellen.
Hauptmechanismen der Immunsuppression sind die induzierte T-Zell-Apoptose [20],
die Reduktion der Anzahl und der Funktion der Langerhans-Zellen [21] und die
Induktion immunmodulierender Zytokine wie z. B. IL-10 [22]. Grundlage der
Induktion der T-Zell-Apoptose durch UV-Bestrahlung ist die Schidigung der DNA
[22, 23].

UVA und UVB zeigen unterschiedliche Wirkungen auf die Histaminfreisetzung.
UVA unterdriickt die Histaminfreisetzung von Mastzellen und Basophilen [24],
dagegen hat UVB nur auf Mastzellen eine inhibitorische Wirkung [24]. Der Effekt
der UVA-Bestrahlung auf Basophile in-vitro zeigt eine biphasische Dosis-
Wirkungsabhingigkeit. Hierbei zeigen niedrige Dosen einen inhibitorischen Effekt
und hohe Dosen bewirken eine Histaminfreisetzung [25]. Das mUV/VIS-Licht zeigt
einen stirkeren und schnelleren immunsuppressiven Effekt als UVB-Bestrahlung
allein [19]. Grund dafiir konnte der synergistische Effekt der verschiedenen
Wellenlédngen auf die Histamin-Ausschiittung sein.

Die mUV/VIS-Therapie fiihrt zum signifikanten Abfall der Eosinophilen, des ECP-
Level sowie der IL-5 und IL-4 Level [4]. Die mUV/VIS- Bestrahlung induziert einen
dosisabhingigen Anstieg der Apoptose von T-Zellen [4]. Mastzellen zeigen nach
Bestrahlung mit mUV/VIS eine inhibierte Freisetzung von Histamin [4]. Selbst
niedrige Dosen induzieren einen signifikanten Abfall [4]. Hohere Dosen (240

mJ/cm?) fiihren zur vollen Blockade der Histaminfreisetzung [4].

15



3. Einleitung

3.4. Inhibierung der Symptome der allergischen

Rhinitis durch Phototherapie

Die Phototherapie beeinflusst die Effektorphase der Immunantwort. Eine mUV/VIS-
Bestrahlung fiihrt zum dosisabhiingigen Anstieg der Apoptose von T-Zellen und
Eosinophilen [4]. Bei allergischen Entziindungen kommt es zum Wechsel der
Zytokin-Balance zugunsten der TH2-Zytokine (IL-4 und IL-5), welche vermehrt in
der Nasenschleimhaut von Patienten mit allergischer Rhinitis nachweisbar sind [26].
IL-5 fordert Reifung, Aktivierung und ein verlingertes Uberleben von Eosinophilen.
Die Bestrahlung der Nasenschleimhaut fiihrt zum Abfall der lokalen IL-5 Produktion
[4]. Die durch mUV/VIS-induzierte Apoptose der TH2-Zellen kann Grundlage der
reduzierten IL-5-Level sein. Uber die Apoptose der Memory T-Zellen, die wichtig
sind fiir die Weiterfithrung und Aufrechterhaltung des allergischen Prozesses, konnte
die Phototherapie einen Langzeitnutzen haben [4]. IL-4 ist essentiell fiir die
Forderung der Festlegung der T-Zell-Vorldufer, TH2-Zytokine zu produzieren [27]
und aktiviert IL-4 den IgE-Klassenswitch von B-Zellen [27]. Eine weitere Funktion
von IL-4 ist die Induktion der Apoptose von peripheren Eosinophilen im Blut [28].
Das Verhiéltnis von IL-4 und IL-5, welche bei einer Entziindung produziert werden,
bestimmt wahrscheinlich die Apoptose-Rate der Eosinophilen am Ort der
Entziindung. Eine Reduktion von IL-5 in der Nasenschleimhaut nach Phototherapie
konnte gemeinsam mit dem Weiterbestehen von IL-4 die durch Phototherapie
ausgeloste Apoptose von Eosinophilen fordern [4].

Mastzellen und Basophile sind Quelle verschiedener Mediatoren, darunter vor allem
Histamin. Die mUV/VIS-Bestrahlung inhibiert die Mediatorfreisetzung dieser
Zellen. UVA und UVB inhibieren die Histaminfreisetzung [24]. UVB-Strahlung hat
nur auf Mastzellen und UVA hat auf Basophile und Mastzellen einen inhibitorischen
Effekt [24]. Ein sehr starker inhibitorischer Effekt folgt einer Bestrahlung mit
mUV/VIS (low dose UVA, low dose UVB) [4]. Diese starke inhibitorische Fahigkeit
von mUV/VIS ist mdglicherweise durch den synergistischen Effekt der
verschiedenen Wellenldngen auf die Allergen-induzierte Histaminfreisetzung aus

Mastzellen bedingt [4].
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3. Einleitung

3.5. Tumorgenese und intranasale Phototherapie

Ein Haupt-Wirkmechanismus von UV-Licht ist die Induktion von DNA-Schiden
[22, 23]. Die Wellenldnge von 260 nm korrespondiert zum Absorptionsmaximum der
DNA und ist damit am effektivsten fiir die Bildung von DNA-Schiden [29]. Werden
die DNA-Schédden nicht repariert, konnen sie Ausloser maligner Transformationen
sein. Dieses karzinogene Risiko ist abhédngig von der kumulativen Dosis des UV-
Lichtes. Direkte UV-Schiaden der DNA entstehen durch Absorption von Photonen
durch die DNA. UVC (100 — 280 nm) und UVB (280 — 320 nm) induzieren vor
allem direkte DNA-Schiadigungen. Dies zeigt sich in der liberwiegenden Produktion
von promutagenen Produkten wie Cyclobutan pyrimidin Dimere (CPDs) und
Pyrimidin pyrimidon Photoprodukten (6-4 PPs) [30, 31]. Indirekte DNA-
Schadigungen werden zum Beispiel hervorgerufen durch Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies, also durch oxidativen Stress. UVC und UVB verursachen auch zu
einem geringen Anteil Strangbriiche und oxidative DNA Modifikationen. UVA
induziert vor allem die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und zu einem geringerem
Anteil auch die Bildung direkter DNA-Schidigungen [30, 31]. Laut dem
Therapieprotokoll des Herstellers von Rhinolight® zur Therapie der saisonalen
allergischen Rhinitis erfolgen 3 mUV/VIS-Behandlungen der Nasenschleimhaut pro
Woche wihrend 2 aufeinander folgender Wochen. In einer Studie zur Bewertung der
DNA-Schidigung und —Reparatur der Nasenschleimhaut wurden nasale Zellproben
von Patienten mit allergischer Rhinitis entnommen [32]. Unmittelbar nach der letzten
Behandlung wurden signifikant erhohte CPD-Werte gemessen [32]. Nach 7 Tagen
wurden keine signifikanten Level an DNA-Schidden mehr gefunden [32].

Nach Lee et al. (2005) zeigte eine ausgedehnte Literatursuche (MEDLINE zwischen
1966 — 2002) keinen signifikanten Anstieg des Risikos zur Entwicklung von
Tumoren der Haut in Assoziation mit einer UVB-Phototherapie [33].

Laut Koreck et al. (2007) werden DNA-Schidigungen in der Nasenschleimhaut im
Rahmen einer Rhinophototherapie vollstindig repariert [34]. Auch bendtige die
Rhinophototherapie sehr viel weniger kumulative Dosis als der Grenzwert fiir ein
erhohtes Tumorrisiko der Haut [34]. Daher sei die Wahrscheinlichkeit fiir eine

Karzinogenese unter dem derzeitigen Therapieschema gering [34].
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3. Einleitung

3.6. Reparaturmechanismen

Nach UV-Schéddigung der DNA koénnen Zellen, je nach Schidigungsausmalfl und der
Effizienz der Reparaturmechanismen, die Schéiden reparieren oder Apoptose und
Nekrose erliegen und dann vom Gewebe eliminiert werden. Auch kdnnten sie trotz
nicht reparierter Schiden iiberleben, was eine potenzielle Mutationsquelle darstellt.
Hauptmechanismus zur Entfernung umfangreicher Lésionen (z.B. Pyrimidin-
Dimere) ist die Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER) [35] wobei fehlerhaft reparierte
DNA-Schidden zu Mutationen fiihren kdnnen. Auf Zell-Ebene ist die Apoptose ein
wichtiger Mechanismus zur kompletten Entfernung nicht reparierter UV-induzierter

DNA-Schéden [36].

Es wurden Mutations-Hot-Spots im p53-Gen von Hauttumoren identifiziert [37].
Diese korrelieren mit Hot-Spots UV-induzierter DNA-Schiden [37]. Chronische
UV-Bestrahlung kann Zellen mit dysfunktionalem p53 Gen einen selektiven Vorteil
verleithen [37]. Mogliche Folgen sind reduzierte Apoptose und gesteigerte klonale
Expansion, was zur Bildung von mutiertem p53 Clustern, aktinischer Keratose und
letztlich zur Bildung von Tumoren fiihren kann [37-41]. Studien zeigen, dass UVB-
induzierte DNA-Schéden die Expression von p53 Protein, einem Schliisselelement
der Zellzykluskontrolle, erhohen konnen [32, 40, 42]. Die Akkumulation von p53
Protein induziert den Zellzyklusarrest an der G1/S-Phasen-Grenze und erhoht die
Reparatur der DNA-Schidden vor der Replikation [42]. Ist die Menge der DNA-
Schiaden sehr hoch und kann nicht komplett entfernt werden, konnen die Zellen in
Apoptose gehen. Apoptose wird teilweise von der DNA-Schidigung, p53 und
teilweise von anderen Mechanismen (z.B. Crosslinking von Oberfldchenrezeptoren)
bestimmt [32, 42]. Die Aktivierung von p53 ist intensiver nach UVB Bestrahlung als
nach UVA-Bestrahlung [43]. Darum kénnen UVA induzierte DNA-Schidigungen
mit einer hoheren Chance den protektiven Mechanismen entkommen und zur
Mutation fithren [43]. Die Kombination von UVA und UVB (z. B. in mUV/VIS)
konnte laut Kappes et al. (2006) und Koreck et al. (2007) einen protektiven Effekt
haben, da die gleichzeitige Induktion von DNA-Schidden und Aktivierung von
Reparaturmechanismen zum Uberleben gesunder Zellen oder zur zusitzlichen

Aktivierung von p53 und damit zum Zelltod fiihrt [34, 43].
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3.7. Das Ziel dieser Arbeit

Es ist bekannt, dass durch chronische Sonnenlicht-Exposition verursachte DNA-
Schidden verantwortlich sind fiir die Initiierung der Photokarzinogenese der Haut
(z.B. Basalzell- und Plattenepithel-Karzinom). Die intranasale Phototherapie (70%
sichtbares Licht, 25 % UVA, 5% UVB) stellt eine Therapieform zur Behandlung
entziindlicher Erkrankungen der Nasenschleimhaut, besonders der allergischen
Rhinitis, dar. Uber eine Induktion von Apoptose von T-Lymphozyten und Antigen-
prasentierenden Zellen sowie einer Verminderung der Synthese und der Freisetzung
von Entziindungsmediatoren werden allergische Symptome reduziert [4].
Respiratorisches Gewebe ist hingegen nicht regelméfBig UV-Licht ausgesetzt. Da die
Phototherapie von entziindlichen Atemwegserkrankungen mehrere Expositionen
benoétigt, ist es besonders wichtig, festzustellen, ob die Rhinophototherapie ein
Risiko zur Karzinogenese in respiratorischem Epithel darstellt. Bisherige Studien
konnten zeigen, dass UV-induzierte DNA-Schiden binnen weniger Wochen repariert

werden [32]. Unklar sind bislang die Auswirkungen auf die Proteinexpression.

Deshalb ist die Zielstellung dieser Arbeit, mogliche Risiken beim Einsatz von

intranasaler Phototherapie mit Hilfe der Proteomanalyse zu evaluieren.

Die Analyse der mUV/VIS-bedingten Verdnderungen der Proteinexpression erlaubt
hierbei Einblicke in verschiedene zellulire Vorgénge in Adaptation an bestimmte

Bedingungen. In dieser Arbeit wurden folgende Fragestellungen untersucht:

Welche Verdnderungen in der Proteinsignatur werden durch eine mUV/VIS-
Behandlung vermittelt? Aufgrund der erhdhten UV-Belastung stellt sich auch die
Frage nach dem Effekt der mUV/VIS-Bestrahlung auf die respiratorischen
Epithelzellen. Entstthen DNA- oder Proteinschiden? Wenn ja, welche
Reparaturmechanismen lassen sich nachweisen? Besteht ein potenziell karzinogenes
Risiko? AuBlerdem soll beurteilt werden, mit welchen Verdnderungen die
respiratorischen Epithelzellen im Zeitverlauf auf die mUV/VIS-Bestrahlung

reagieren.
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4. Material

4. Material

4.1. Verwendete Chemikalien, Enzyme, Antikorper

Hersteller Chemikalien, Enzyme und Medien
Amersham Biosciences | DeStreak
Dry strip cover fluid
Glycerol 87%
Applichem Acrylamid
Silbernitrat
Biochrom AG, Berlin, Fetales Kélberserum (FCS)
Deutschland
BIO-RAD Bradford-Reagenz
Precision Plus Protein’ " Standard Dual Color 161-0374
GE Healthcare, Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Munich, Germany Pharmalyte
Dithiothreitol (DTT)
Cy-dyes (Cy3, Cy5, Cy2)
Invitrogen Agarose
J.T. Baker MALDI-Wasser
MeOH
Aceton
Merck EtOH
Tris (Tris (hydroxymethyl) aminomethan)
2-Propanol / Isopropanol
Urea
Coomassie Brilliant Blau G-250
NayS;03*5H,0 (Natriumthiosulfat-Pentahydrat)
Na,COj; (Natriumcarbonat)
Oxford Glycosystems Bromphenolblau
PAA Laboratories Non essential Amino Acids (100x)
GmbH, Colbe, L-Glutamine 200 mM (100x)
Deutschland
Pelikan Pelikan Tinte, kdnigsblau (Nr. 4001)
PromoCell GmbH, MEM Earle Growth Medium
Heidelberg, Trypsin/EDTA
Deutschland
Riedel-de Haén Ammoniumsulfat
Roth Natriumdodecylsulfat (SDS)

Ammoniumpersulfat (APS)
Glycin

Essigsédure

Phosphorséure

NH4HO

Magermilchpulver
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Santa Cruz
Biotechnology, Inc.

DDBI1 Antikorper (H-300): sc-25367
E2F-1 Antikorper (C-20): sc-193
ERK 2 Antikdrper (K-23): sc-153
MEK-1 Antikorper (C-18): sc-219
Nrf2 Antikorper (C-20): sc-722

p53 Antikorper (FL-393): sc-6243
goat anti-rabbit IgG-HRP: sc-2004

SIGMA-ALDRICH

Acetonitril (ACN)
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-
propansulfonat-Hydrat (CHAPS)
Dimethylformamid (DMF)

Formaldehyd

Indol-3-essigsdure (IAA)

Phosphate buffered saline (PBS)

Thiourea

-Mercaptoethanol
a-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsdure

Thermo Scientific

Super Signal® West Femto Stable Peroxide Buffer
Super Signal® West Femto Luminol/Enhancer Solution

Millipore

PVDF Membran (Millipore Immobilon P; 7 x

9 cm)

Tab. 3: Verwendete Chemikalien, Enzyme und Antikorper
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4.2. Gerate und Hilfsmittel

Gerit / Hilfsmittel Herstellerbezeichnung

Zentrifugen Biofuge pico von Heraeus Instruments
Centrifuge 5402 von Eppendorf

Vortexer Vortex Genie 2 von Scientific Industries

Riihrtisch Stirrer SB 161-3 von Stuart

Wairmeschittler / Riittler

Thermomixer comfort von Eppendorf

2D-Elektrophorese Kammer

Protean” plus Dodeca Cell von Bio-Rad mit
Power Supply (Electrophoresis Power Supply
Consort 300V — 1000mA E831) mit Kiihlung
(Thermo Haake K20 mit Power Supply
Thermo Haake DC 10)

IEF-Kammer Pharmacia Biotech Multiphor II mit
Electrophoresis Power Supply EPS 3501 XL
von Amersham Biosciences

Photometer Ultraspec 2100 pro von Amersham
Biosciences

Massenspektrometer 4800 MALDI TOF/TOF-Analyzer von

Applied Biosystems

UV-Licht-Quelle

Rhinolight (Rhinolight Ltd, Szeged,
Hungary)*

DIGE / Fluoreszenz-Scanner

Typhoon 9400 von GE Healthcare

Blotter

TRANS-BLOT® SD SEMI-DRY
TRANSFER CELL von BIO-RAD

Vertikales 4-Gel Elektrophorese
System fiir Minigele (7x9 cm)

Mini-PROTEAN® Tetra System von BIO-
RAD

CCD Kamera (zum Scannen der
Western Blot Membranen)

Fusion-SL-3500 WL von Vilber Lourmat
(Eberhardszell, Germany)

Zellkulturschalen

100 x 20 mm CELL+ von Sarstedt Inc., USA

Tab. 4: Gerite und Hilfsmittel

* Erste Version des Rhinolight als Leihgabe des Herstellers (wurde im Laufe der Arbeit vom
Hersteller zuriickgezogen, um neue Versionen auf den Markt zu bringen).
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4.3. Die verwendeten S9-Epithelzellen

Im Rahmen der Experimente kann die verwendete immortalisierte S9-Epithelzell-
Linie als in-vitro Modell fiir ein differenziertes, respiratorisches Epithel betrachtet
werden [44]. Die S9-Epithelzell-Linie ist kommerziell erhéltlich und gut
charakterisiert. Sie wurde von der American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, VA, USA, ATTC Nummer CRL-2778) bezogen. Vorteil immortalisierter
Zellen ist die nahezu unbegrenzte Anzahl an Zellteilungen, wodurch sie iiber
mehrere Generationen vermehrt werden konnen. 1992 wurde die Zellinie IB3-1 aus
Bronchialepithel eines Patienten mit zystischer Fibrose isoliert. Diese Zellen
enthalten die DF508 Mutation und eine Nonsense Mutation, W1282X, mit einem
vorzeitigen Abbruchsignal. Sie wurden mit Hilfe eines hybriden Adeno-12-SV40-
Virus immortalisiert. SchlieBlich erfolgte die Korrektur des Phinotyps der IB3-1-
Zellen durch Transfektion mit einem Adenovirus als Vektor, der fiir den
vollstindigen Wildtyp CFTR-Kanal kodiert. Darum synthetisieren die S9-Zellen den
Wildtyp CFTR-Kanal und erscheinen elektrophysiologisch normal. [45, 46]

Die verwendeten S9-Epithelzellen wurden im Nahrmedium unter Zusatz von 5 %
DSMO in fliissigem Stickstoff eingefroren gelagert.

Low Density Scale Bar = 100um High Density Scale Bar = 100pm
Abb. 3: Mikroskopien kultivierter S9-Epithelzellen

Die Mikroskopischen Aufnahmen zeigen S9-Epithelzellen (ATCC Number: CRL-2778) bei geringer
Konfluenz (Wachstumsphase, linkes Bild) und bei nahezu vollstdndiger Konfluenz (rechtes Bild). Die
S9-Zellen sind eine immortalisierte Zelllinie, die von einem Patienten mit zystischer Fibrose stammt.
Der Gen-Defekt, der fiir die zystische Fibrose verantwortlich ist, wurde mit einem Adenovirus als
Vektor korrigiert. Die Mikroskopischen Aufnahme stammen von ATCC (www.atcc.org).
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5. Methoden

5.1. Kultivierung der verwendeten S9-Epithelzellen

Fir das nach Beule et al. [44] modifizierte Modell eines differenzierten,
respiratorischen Epithels erfolgte die Inkubation in einer Atmosphére mit 5 % CO,,
bei 37 °C und in 100 x 20 mm CELL+ Kulturschalen (Sarstedt Inc., USA) mit je
10 ml Zellkulturmedium (Tab. 6). Nach 3-4 Tagen und 90 % Konfluenz wurden die
Zellen im Verhiltnis 1:4 auf frische Kulturschalen aufgeteilt und erneut bis 90 %
Konfluenz inkubiert. Einzelne Schritte zeigt Tab. 5. Fiir die Experimente wurden die
S9-Zellen zwischen der 17. und 24. Passage verwendet. Die Arbeit mit der Zellkultur
erfolgte steril und unter einem Abzug. Téglich wurde mikroskopisch in 200-facher
Vergroferung die Kultur auf bakterielle Kontaminationen gepriift und mehrfach

Untersuchungen auf Mykoplasmen-Kontamination durchgefiihrt.

Schritt Beschreibung

1. Entfernen des Entfernen des Zellkulturmediums von der Kulturschale und
Kulturmediums anschlieendes Verwerfen des entfernten Mediums

2. Beseitigung von Riickstinde des Zellkulturmediums wurden mittels PBS
Riickstinden des (phosphate buffered saline: 8,0 g NaCl, 0,2 g KCIl, 1,78 g
Mediums Na,HPO,*2H,0, 0,27 g KH,PO4, Aqua dest. ad 1000 ml) entfernt.

Hierzu sind 5ml PBS auf die Kulturschale pipettiert und nach
wenigen Sekunden wieder entfernt worden.

3. Abldsen der Zugabe von 1 ml angewédrmten Trypsin/EDTA (0,05 % Trypsin,

Zellen 0,02 % EDTA). Nach 5-10 min Entfernen der Zellen vom
Zellkulturschalenboden  durch  behutsames Klopfen unter
mikroskopischer Kontrolle.

4. Abstoppen Zum Abstoppen der durch Trypsin/EDTA ausgeldsten Prozesse
erfolgte die Zugabe von 3 ml Medium.

5. Verteilung der Die Zellsuspension wurde durch Auf- und Abpipettieren griindlich

Zellsuspension gemischt und dann zu gleichen Anteilen auf die Zellkulturschalen

mit jeweils 9 ml Zellkulturmedium verteilt.

Tab. 5: Passagieren der konfluenten S9-Epithelzellkultur

Komponente Volumen Lagerung bei:
MEM Earl Growth Medium 500 ml 4 °C

4% Fetales Kélberserum (FCS) 20 ml -20 °C

2% L-Glutamin 10 ml -20 °C

1% nicht essentielle Aminosduren (ne AS) Sml 4°C

Tab. 6: Zusammensetzung des S9-Epithelzellkulturmediums
Das Zellkulturmedium wurde bei 4 °C gelagert und binnen 2 Wochen verbraucht. Vor Verwendung
wurde das Zellkulturmedium auf 37 °C erwéarmt.
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5.2. 2-Dimensionale-Gelelektrophorese [2D-PAGE]

Die 2D-Gelelektrophorese trennt Proteine im ersten Schritt (IEF, isoelektrische
Fokussierung) anhand ihres isoelektrischen Punktes und im zweiten Schritt (SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese, = SDS-PAGE) je nach  Molekulargewicht.
Durchgefiihrt wurde die 2D-Gelelktrophorese wie von Thiele et al. [47] beschrieben.

5.2.1. 2D-Gele

Die 2D-Gelelektrophorese-Gele wurden in einer GelgieBkammer von ESA
(Maryland, USA) gegossen. Beim Ansetzen der Gellosung wurde auf das Sammelgel
verzichtet. Es wurde nur das Trenngel (Tab. 7, S. 25) angesetzt. Vorteile dieser
Gellosung sind, dass sich zum einen die pH-Werte nicht vermischen und zum
anderen eine ldngere Lagerbarkeit der Gele. Die Gellosung wurde in die
GelgieBkammer gefiillt und mit 2-Propanol iiberschichtet. Nach Auspolymerisieren
(nach ca. 1 Stunde) wird die GieBkammer auseinander gebaut und die Gele werden
mit Wasser abgespiilt. Zwischen befeuchteten Tiichern und in eine Plastiktiite

gehiillt, konnen die Gele gekiihlt bei -20 °C bis zum Gebrauch gelagert werden.

Komponente Volumen Endkonzentration
Acrylamid (40%) 158,8 ml 12,51 %

(1,5 M Tris pH 8,8) 127 ml 0,1%

0,4% SDS [=4x Trenngelpuffer]

A. dest. ad 507,925 (=219,5 ml) -

APS (10%) 2,5 ml 0,0492 %
TEMED 125 pl 0,0246 %

Tab. 7: Zusammensetzung der Trenngele

5.2.2. Probenvorbereitung

Das Gerdt der Firma Rhinolight (Rhinolight Ltd, Szeged, Hungary) appliziert ein
Gemisch aus UVB (5 %), UVA (25 %) und sichtbarem Licht (70 %), welches im
Folgenden als mUV/VIS (mixed UV and visible light) bezeichnet wird (Spektrum
siche Abb. 6). Die Bestrahlung der S9-Epithelzellen erfolgte mianderformig
(Schema des Bestrahlungsmusters siche Abb. 4) auf einer Fliche von 78 cm®. Als
Kontrolle wurden unbehandelte Zellen mitgefiihrt. Der Versuchsaufbau ist in 5.2.8.
DIGE (Differential In Gel Electrophoresis) dargestellt. SchlieBlich wurden die Zellen

vorsichtig mit einem Zellschaber von der Zellkulturplatte gelost.
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Abb. 4: Schema der midanderformigen Bestrahlung mit mUV/VIS

Schema der méanderférmigen Bestrahlung mit mUV/VIS mit einer Bestrahlungsdauer von 4 min im
Kurzzeit- (0 — 1 h Kultivierung nach der Bestrahlung) sowie 2, 4 und 6 min im Langzeitversuch
(24 — 72 h Kultivierung nach der Bestrahlung).

5.2.2.1. Proteinextraktion

Der Zellaufschluss erfolgte durch das fiinfmalige Frieren mit Hilfe von fliissigem
Stickstoff (-196 °C) und Tauen bei 30 °C im Warmeschiittler fiir ca. 10 min. Danach
wurden die Proben bei 20 °C und 1400 rpm zentrifugiert. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration erfolgte mit der Methode nach Bradford [48, 49].

5.2.2.2. Proteinbestimmung nach Bradford [48, 49]

Die Proteinbestimmung nach Bradford [48, 49] basiert auf der Verschiebung des
Absorptionsmaximums des Farbstoffs Coomassie brilliant blue G-250 von 465 nm
auf 595 nm infolge der Bindung mit Proteinen. Nach Anfertigung einer Eichreihe mit
BSA (Bovines Serum Albumin) als Standardprotein mit der Konzentration von 0,1
pg/ul, wurden zu den 10 pl der Proben 790 ul Wasser und 200 pl Bradford-Reagenz
hinzugegeben. Danach wurde die Absorption bei 595 nm gemessen. Im Vergleich

mit der Eichreihe lieB sich die Proteinkonzentration der Proben bestimmen.

26



5. Methoden

5.2.3. Rehydratisierung

Es wurden kommerziell erhéltliche, immobilisierte pH-Gradienten (IPG-Streifen) mit
24 cm Lénge und einem pH von 4 — 7 benutzt. Die immobilisierten pH Gradienten
wurden durch Einbau und titrierendes Mischen von Acrylamid-Derivaten mit
sauren/basischen Gruppen in das Polyacrylamidgel bei der Polymerisation
hergestellt. Pro Streifen wurden 100 pg der Proteinprobe benétigt. Dazu wurden
50 ul 10xRH gegeben und auf 500 pl mit 1xUT aufgefiillt (Zusammensetzung siche
Tab. 8 und Tab. 9, S. 27). Die Proben mussten auf 20 °C temperiert sein, damit kein
Harnstoff ausfdllt. Es folgte das Pipettieren der Proben in die Probenschlitze der
Aquilibrierungsschale. Die IPG-Streifen wurden mit der Gel-Seite nach unten und
luftblasenfrei in die Probenschlitze eingelegt und schlieBlich komplett mit Mineral6l
(Dry Strip Cover Fluid) bedeckt damit kein Wasser verdunsten und somit kein

Harnstoff ausfallen kann. Das Einquellen der Proben dauerte 18 — 24 h.

Komponente Menge Endkonzentration
CHAPS (2%) 80 mg 325,256 mM

DTT 17,5 mg 336,4875 mM
Pharmalyte pH 3-10 52,5 ul 13,125 %

IXxUT (Zusammensetzung | ad. 400 pl -
siche Tab. 9)
Bromphenolblau Spatelspitze -

Tab. 8: Zusammensetzung der Rehydratisierungslésung (10x RH)
Zusammensetzung des 1xUT siehe Tab. 9.

Komponente Menge Endkonzentration
Urea 1,92 ¢ 7,98669 M
Thiourea (2 M) 0,6l g 2,00342 M

Maldi-Wasser ad. 4 ml (2 | ad. 4 ml ( 2 ml zugeben) | -
ml zugeben)

Tab. 9: Zusammensetzung 1x UT
Tabellarische Darstellung der Zusammensetzung der 1xUT Losung.
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5.2.4. Isoelektrische Fokussierung (IEF, 1. Dimension)

Die erste Dimension trennt Proteine anhand des isoelektrischen Punktes. Die IPG-
Streifen wurden der Rehydratisierungsschale entnommen und mit Aqua dest.
vorsichtig abgespiilt. Mit Hilfe von Filterpapier, das mit Aqua dest. befeuchtet
wurde, wurde {liberschiissiger Harnstoff entfernt. Die Streifen wurden mit der Gel-
Seite oben liegend und mit der sauren pH-Seite des IPG-Streifens zum Plus-Pol der
IEF-Kammer (Multiphor II, Amersham Pharmacia Biotech) in die Vertiefungen des
Plastikeinsatzes eingelegt. Angefeuchtete Filterpapierstreifen, die auf die Enden der
Streifen gelegt wurden, nehmen in der Probe enthaltene Salze auf. Ein weiterer
Filterpapierstreifen wurde in DTT getrdnkt und am basischen Pol der Kammer auf
die basische Seite des Streifens gelegt. Um eine Austrocknung zu verhindern,
wurden die Streifen mit Mineralol bedeckt. Durch das Starten der Fokussierung
(Programm siehe Tab. 10, S. 28) wurde ein elektrisches Feld angelegt, in welchem
die Proteine entsprechend ihrer Ladung wandern. Erreicht ein Protein seinen
isoelektrischen Punkt, so ist seine Nettoladung gleich Null, es hort auf zu wandern
und wird so an seinem isoelektrischen Punkt konzentriert bzw. fokussiert. Die

isoelektrische Fokussierung erfolgte bei einer Temperatur von 20 °C.

Nach der Fokussierung wurden die IPG-Streifen einzeln mit der Gel-Seite oben
liegend in die Aquilibrierungsschale gelegt. Wenn sie nicht gleich weiterverarbeitet

wurden, konnten die [PG-Streifen bei -20 °C gelagert werden.

Stufe Volt mA W Vh Zeit (hh:mm)
1. Stufe 500 2m 5 1 00:01
2. Stufe 3500 2m 5 3000 01:30
3. Stufe 3500 2m 5 57000 16:20
Total: 60000 17:50

Tab. 10: Stufen des Elektrophoreseprogramms fiir 24 cm IPG-Streifen pH 4 — 7
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5.2.5. Aquilibrierung

Die IPG-Streifen wurden entweder nach der IEF gleich weiter bearbeitet oder nach
Lagerung bei -20 °C aufgetaut. Dann wurden sie fiir jeweils 15 min dquilibriert. Mit
DTT aus Losung A wurden Disulfidbriicken aufgeldst und diese Denaturierung
mittels IAA aus Losung B stabilisiert (Zusammensetzung Losung A und Losung B

siche Tab. 11, S. 29).

Losung A Losung B
Komponente Menge Endkonzentration | Menge Endkonzentration
Urea 28,8 g 11,98 M 28,8 g 11,98 M
Tris/HCI pH 8,8 20 ml 50 % 20 ml 50 %
Glycerol 87 % 18,4ml | 40,02 % 18,4 ml 40,02 %
SDS 20 % 16 ml 8 % 16 ml 8 %
A.dest (ad) 40 ml - 40 ml -
DTT 400 mg | 64,834024 mM - -
lodacetamid (IAA) | - - lg 142,71 mM
Bromphenolblau - - Spatelspitze | -

Tab. 11: Zusammensetzung der Aquilibrierungslésungen A und B

5.2.6. SDS-PAGE (2. Dimension)

Die SDS-Gelelektrophorese trennt Proteine nach dem Molekulargewicht. In die
bereitgestellten Gele wurden die IPG-Streifen nach Aquilibrierung auf das Trenngel

gebracht und mit Agarose (Zusammensetzung siche Tab. 12, S. 29) eingebettet.

Komponente Menge Endkonzentration
Agarose 0,5¢g 0,5 %
1x Laufpuffer 99,5 ml 99,5 %

Tab. 12: Zusammensetzung Einbettungsagarose (5 % Agarose)
1x Laufpuffer = zehnfache Verdiinnung von 10x Laufpuffer (Tab. 13, S. 29)

Der Laufpuffer (Tab. 13, S. 29) wurde zehnfach verdiinnt (1x Laufpuffer) und auf
20 °C temperiert. Ein elektrisches Feld wurde zundchst mit 0,5 Watt pro Gel
angelegt. Je nach Anzahl und gewiinschter Laufzeit erfolgte die Erhohung der
Leistung auf bis zu 1 Watt pro Gel. Sobald die Bromphenolblaufront das Ende der

Kammer erreicht hatte, wurde die Elektrophorese gestoppt.

Komponente Menge Endkonzentration
Glycin 720 g 1,9182 M
Tris/HCl 150 ml 3%
SDS 20 % 250 ml 5%
Aqua dest. ad 5 Liter -

Tab. 13: Zusammensetzung des SDS-PAGE-Laufpuffers (10x Laufpuffer)
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5.2.7. Nachweis der Proteine durch Gelfarbungen

5.2.7.1. Kolloidale Coomassie-Firbung

Der urspriinglich in der Textilindustrie eingesetzte Farbstoff Coomassie Brilliant
Blau G250 lagert sich an die basischen Seitenketten der Aminosduren an. Dadurch
werden die Proteine unspezifisch gefarbt. Die so gefirbten Gele kdnnen dann
eingescannt werden. Die einzelnen Schritte der Firbung nach Vorgabe des
Herstellers (GE Healthcare) konnen Tab. 14, S. 30 entnommen werden. Pro Gel

wurden jeweils 300 ml Losung bendtigt.

Schritt Komponente Dauer
1. Fixieren 40 % EtOH 1-2h
10 % Essigséure
2. Waschen A. dest 2 x 10 min
3. Fiarben Colloidal Coomassie 1-7d
Solution (CSS)
(siche Tab. 15)
4. Waschen 20 % MeOH 2 x 15 min
5. Waschen A. dest 2x1h

Tab. 14: Schritte der Coomassie-Fiarbung
Zusammenfassung der einzelnen Schritte fiir die Coomassie-Farbung. Fiir die Zusammensetzung der
Colloidal Coomassie Solution (CSS) siche Tab. 15, S. 30).

Komponente Menge Endkonzentration
Coomassie Brilliant Blau | 2,5 g (854,04 g/mol)
G-250

A. dest ad 3125 ml -

(NH4)2SO4 250 g (132,14 g'mol—1)
(Ammoniumsulfat)

85%ige Phosphorsiure 30 ml 0,96 %

MeOH 625 ml 20 %

Tab. 15: Zusammensetzung Colloidal Coomassie Solution (CSS)
Zusammensetzung der Colloidal Coomassie Solution (CSS) fiir die kolloidale Coomassie-Féarbung.
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5.2.7.2. Silberfirbung nach Bloom

Grundlage der Silberfairbung nach Bloom [50, 51] ist die Komplexierung der

Silberionen mit Glutamin-, Asparagin- und Cysteinresten der Proteine [52]. Der

Nachweis erfolgt mit Hilfe der Reduktion der Ag+-lIonen durch stark reduzierende

Agenzien in der Entwickler-Ldsung. Diese Reaktion wurde mit Glycin gestoppt. Die

einzelnen Schritte der Férbung sind in der Tab. 16 auf S. 31 aufgefiihrt. Um die Gele

am Computer auswerten zu konnen, wurden sie anschlieend mit einer Auflésung

von 254 dpi und im Durchlichtmodus eingescannt.

0,04 % 37%iges Formaldehyd
99,76 % A. dest.

Schritt Komponenten Dauer
1. Fixierung 50 % vergilltes Ethanol ca.l h
12 % Essigséure
38 % A. dest.
2. Waschen 50 % vergilltes Ethanol 2 x 20 min
3. Sensitivierung 0,02 % Na,S,03*5H,0 genau 1 min
4. Waschen A. dest. 2 x 20 Sekunden
5. Silberfarbung 0,2 % AgNO; 20 min

0,03 % 37 %-iges Formaldehyd
93,03 % A. Dest

6. Waschen A. dest. 2 x 20 Sekunden
7. Entwickeln 6 % Na,COs ca. 3 min
0,04 % N328203*5H20

8. Stoppen 1 % Glycin 20 Sekunden
1 % Glycin 10 — 30 min
9. Waschen A. dest. 30 min bis iiber Nacht

Tab. 16: Silberfarbung nach Bloom et al. [50, 51]

Ubersicht der einzelnen Schritte der Silberfirbung nach Bloom et al.
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5.2.8. DIGE (Differential In Gel Electrophoresis)

DIGE-Experimente erlauben umfassende und reproduzierbare Einblicke in das
zytoplasmatische Proteom und liefern quantitative Informationen. Das Prinzip der
DIGE-Experimente wurde ausfithrlich von Berth et al. [53] beschrieben.
Durchgefiihrt wurden die DIGE-Experimente wie bereits durch Thiele et al. [47] und
Junker et al. [54] beschrieben.

Fiir die DIGE-Experimente wurden die Proteinproben vor der Auftrennung mittels
2D-Gelelektrophorese mit DIGE-Farbstoffen (CyDye, GE Healthcare, Munich,
Germany) entsprechend den Anweisungen des Herstellers markiert. Hierbei wurden
die Proben mittels 50 mM NaOH auf einen pH-Wert von 8,5 eingestellt. Hiernach
erfolgte die Markierung mit 400 pmol CyDye-Farbstoff (Cy3, Cy5) pro 50 pg
Protein fiir 30 min auf Eis. AnschlieBend wurde diese Reaktion durch Zugabe von
10 mmol Lysin und 10 min weiterer Inkubation auf Eis gestoppt. Bei Bedarf konnten
die markierten Proben bei -70 °C gelagert werden. Zum Vergleich der Proben
untereinander wurde ein interner Standard aus dquimolaren Anteilen aller Proben
hergestellt und mit dem Cy2-Farbstoff markiert. Jeweils 50 pg der mit Cy3 und Cy5
markierten Proben wurden mit 50 pg des internen Standards (Cy2) in
Rehydratisierungspuffer (Zusammensetzung fiir 10 Einheiten: 80.0 mg CHAPS,
17.5mg DTT, 52.5 ul Pharmalyte pH 3 — 10, Bromphenolblau, ad 400.0 pl
Probenpuffer) gemischt. Mit diesem Gemisch wurden die 24 cm langen IPG-Streifen
(immobilized pH gradient strips) mit einem immobilisierten pH-Gradienten

(pH 4 - 7) von GE Healthcare (GE Healthcare, Munich, Germany) rehydratisiert.

Die Gelpréiparation und die Elektrophorese wurden entsprechend den Protokollen
nach Junker et al. [54] und Farajzadeh et al. [55] durchgefiihrt. Die Auftrennung in
der ersten Dimension erfolgt entsprechend dem isoelektrischen Punkt (isoelektrische
Fokussierung). In der 2. Dimension erfolgte die Auftrennung der Proteine in einer
12.5 % SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese zwischen gering-fluoreszierenden
Glassplatten (GE Healthcare) in einem Dodeca-System (Bio-Rad). Jedes der 2D-
DIGE Gele wurde mit einem Laser-Scanner gescannt (Typhoon 9400; GE
Healthcare). Der Scann-Vorgang erfolgte mit 488/520 nm fiir Cy2, 532/570 nm fiir
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Cy3 und 633/670 nm fiir Cy5. Es wurden also 3 Bilder pro Gel erzeugt (Cy3, C5,
und Cy?2). Fiir jede Bedingung wurden 4 technische Replikate erstellt. Die erstellten
digitalen Bilder wurden mittels Delta2D-Software (Decodon GmbH, Greifswald,
Germany) analysiert. Mittels Delta2D konnen die Gelbilder durch verschiedene
Farben voneinander abgegrenzt und iibereinander gelegt werden, wodurch die
Proteinmuster verglichen und so auch Anderungen im Proteinmuster nachgewiesen
werden konnen.

Mittels Delta2D-Software (Decodon GmbH, Greifswald, Germany) wurden durch
Matchverfahren Laufunterschiede zwischen den Proteingelen ausgeglichen und
durch Addition aller Gelbilder ein Fusionsgel mit allen sichtbaren Proteinspots
erstellt. Die detektierten Spots wurden vom Fusionsgel auf die einzelnen Gelbilder
iibertragen. Mit Hilfe der Spot-Umrisse wurden die Spotintensititen ermittelt und
eine quantitative Analyse durchgefiihrt. Zur statistischen Analyse und grafischen
Darstellung der Expressionsprofile wurden die gewonnenen Spot-Expressionswerte
in zwei Schritten normalisiert. Im ersten Schritt wurden die Unterschiede der
Spotintensititen zwischen den einzelnen Gelen durch Teilen der Hintergrund-
korrigierten Werte der Spotintensititen durch den Medianwert aller Spots des
korrespondierenden Cy-Kanals (Cy2, Cy3 oder CyS5) korrigiert. Im zweiten Schritt
erfolgte die Kalibrierung der Intensititen jedes Spots durch Teilen der Median-
normalisierten Spot-Intensititen der Cy3- und Cy5- Kanidle durch den
korrespondierenden Wert des internen Standards (Cy2-Kanal des jeweiligen Spots).
Zur Identifizierung der Unterschiede der Spot-Intensititen wurden die Werte der
mUV/VIS-behandelten Proben durch die korrespondierenden Werte der
unbehandelten Kontrolle geteilt. Um falsch positiven Werten vorzubeugen, galten
Verdnderungen nur als signifikant, wenn die folgenden 3 Kriterien erfiillt waren:
1) In der One-Way-ANOVA-Analyse musste p < 0,05 sein. 2) Die Verdnderung im
Vergleich zur Kontrolle muss mindestens den Faktor 1,5 betragen (Fold Change
Wert). 3) Die minimale Spotintensitit eines Spots musste > 0,03 %Vol. sein um zu
vermeiden, dass Verhiltnisse von Spots berechnet werden, deren Intensitidten nahe
den Hintergrundwerten sind. Die entsprechenden Werte sind in der Delta2D-
Software in der sog. ,,Quantitation Table* zusammengefasst und stehen fiir weitere

statistische Analysen zur Verfiigung.
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Abb. 5: 2D-DIGE Workflow

Schematische Ubersicht des Ablaufs der DIGE-Experimente. 1) Der interne Standard wurde durch
Mischen aller Proben des Experiments erstellt und mit dem Cy2-Fluoreszenzfarbstoff markiert. Die
Proben der Kontrollgruppe und der mUV/VIS-behandelten Gruppe wurden jeweils mit dem Cy3-
bzw. Cy5-Farbstoff markiert. 2) und 3) Der markierte interne Standard wurde dann mit der markierten
Kontroll- und der markierten behandelten Gruppe gemischt und zusammen in einer 2D-
Gelelektrophorese nach der elektrischen Ladung und des Molekulargewichtes aufgetrennt.
4) Hiernach wurden die Gele jeweils mit der Wellenldngen des jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffes
(Cy2, Cy3, Cy5) eingescannt. 5) und 6) Die eingescannten Gel-Bilder wurden mittels Delta2D-
Software (Decodon GmbH, Greifswald, Germany) analysiert. Die detektierten Spots wurden
ausgestanzt und mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie identifiziert. Mit der Software Delta2D
(Decodon GmbH, Greifswald, Germany) und IPA (Ingenuity Pathway Analysis, Ingenuity® Systems)
erfolgte die weitere Analyse und statistische Auswertung.

N\
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5.2.8.1. Experiment 1: Untersuchung der Zeitabhingigkeit vom 0 bis

72 h fiir 4 min Bestrahlungszeit

Der Vergleich der Proteinverdnderungen zwischen dem Kurzzeitbereich (0, 30 und
60 min) und dem Langzeitbereich (24, 48 und 72 h) erfolgte fiir eine 4-miniitige
mUV/VIS-Bestrahlung. Zur Kontrolle wurden Zellen ohne Bestrahlung fiir 0, 30 und
60 min sowie 24, 48 und 72 h weiter kultiviert. Insgesamt ergaben sich 12
Bedingungen, fiir die jeweils 4 technische Replikate erzeugt wurden. Pro Gel
konnten 2 Bedingungen und der interne Standard aufgetrennt werden. Hieraus
ergaben sich 24 2D-DIGE-Gele. Jedes Gel wurde entsprechend den Wellenldngen

der Cy-Farbstoffe dreimal eingescannt und somit insgesamt 72 Gelbilder erzeugt.

5.2.8.2. Experiment 2: Untersuchung der Dosisabhiingigkeit im

Langzeitverlauf von 24 — 72 h und fiir 2, 4 und 6 min Bestrahlung

Im Vergleich des Kurzzeit- und des Langzeitbereiches fiir 4 min Bestrahlung sind
mehr Proteine im Langzeitverlauf verdndert (vgl. Abb. 12, S. 47; Abb. 13 A, S. 49).
Daher erfolgte der Vergleich unterschiedlicher Bestrahlungszeiten im
Langzeitverlauf. Zu diesem Zweck wurden zusétzlich S9-Zellen einer mUV/VIS-
Bestrahlung von 2 und 6 min ausgesetzt sowie 24, 48 und 72 h weiter kultiviert. Die
Daten fiir 4 min Bestrahlung im Langzeitbereich sowie deren Kontrollgruppen
wurden aus dem vorhergehenden Versuch iibernommen. Insgesamt ergaben sich
zusitzlich 6 Bedingungen, fiir die jeweils 4 technische Replikate erzeugt wurden. Pro
Gel konnten 2 Bedingungen und der interne Standard aufgetrennt werden. Hieraus
ergaben sich 12 2D-DIGE-Gele. Jedes Gel wurde entsprechend den Wellenlédngen

der Cy-Farbstoffe dreimal eingescannt und somit insgesamt 36 Gelbilder erzeugt.

Bestrahlungszeit (Dosis ) 2 min 4 min 6 min
0Oh
Kultivierungszeit der 0,5h
Proben nach lh
T 24h | o4h |
der Behandlung | 48 h |
| 72h |

Tab. 17: Ubersicht aller untersuchten Bestrahlungs- und Kultivierungszeiten
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5.3. MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Die Préiparation der Proben und anschlieBende Massenspektrometrie erfolgte in
Anlehnung an die Protokolle nach Junker et al. (2011) [54]. Zur Matrix-Assisted
Laser-Desorption-lonisation-Time-of-Flight Massenspektrometrie (MALDI-TOF-
MS) wurden die mit Delta2D (Decodon GmbH, Greifswald, Germany) detektierten
Spots aus dem Gel gestanzt und kamen in mit je 200 pl hochreinem Wasser gefiillten
Mikrotiterplattenkavitidten. Dann wurden sie in 200 pl 50%iger Acetonitril-Losung
mit 200 mM Ammoniumbicarbonat fiir 30 min bei 37 °C gewaschen. Die Losung
wurde abpipettiert und die Proben 30 min mittels Vakuumzentrifuge getrocknet.
10 pl Trypsin-Losung (25 mM Ammonimbicarbonat, 0,02 pg/ul Trypsin, pH 8,1)
wurden addiert. Es folgte die Inkubation bei 37 °C fir 12 — 16 h. Nach
Uberschichtung mit 15 pl Diffusionslésung, mit 10 % Acetonitril und 1 %
Trifluoressigséure (TFA) folgten 30 min Extraktion der Peptide im Ultraschallbad.

Durch Kokristallbildung werden die Peptide auf dem metallischen Probenteller in
eine Kristall-Matrix durch Verdunsten des Losungsmittels eingebaut. Fiir die Matrix
eignen sich saure Molekiile mit Kokristallbildung und UV-Absorption (bevorzugt a-
Cyano-4-Hydroxy-Zimtsdure). Die Peptide / Proteine werden durch die Protonen
positiv geladen und erhalten i.d.R. eine positive Ladung. Im Hochvakuum des
Massenspektrometers werden die in die Matrix eingebauten Peptide mit Laser-
Impulsen bestrahlt, wodurch die Peptide ionisiert werden und in die Gasphase
iibergehen. Die Peptidionen werden im elektrischen Feld beschleunigt. Die MALDI-
Quelle ist mit dem TOF [time of flight]-Analysator verbunden. Die positiv geladenen
Peptidionen werden beschleunigt. Fluggeschwindigkeit (v) und Flugzeit sind
abhéngig von der Energie (E), die es durch das elektrische Feld erhélt sowie von der
Masse (m) und Ladung (z) des Peptids. Da das elektrische Feld bekannt ist, ldsst sich
die Gleichung E = (m/z)*v* nach der Masse umstellen. Durch Messung der Flugzeit
der Ionen durch den TOF [time of flight]-Analysator bis zum Auftreffen auf dem
Detektor erhdlt man die Geschwindigkeit. So werden die einzelnen Massen der
Peptide eines Proteins bestimmt. Die MASCOT-Datenbank enthilt Daten virtuell
verdauter Proteine. Stimmt ein experimentell bestimmtes Muster mit einem in der

Datenbank gespeicherten iiberein, kann das Protein identifiziert werden.
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5.4. Western-Blot-Analyse

Fiir die Western-Blot-Anaylse wurden 10 pg je Proteinprobe mittels 12,5 % SDS-
PAGE (fiir DDB1 wegen des hohen Molekulargewichtes 7,5 % AA) entsprechend
des Molekulargewichtes aufgetrennt. Es folgte der Transfer auf eine Immobilon-P
PVDF (polyvinylidene fluoride) Membran (Millipore) fiir das Western-Blotting
mittels Semi-Dry-Blotter (Milliblot Graphic Electroblotterll, Millipore, Billerica,
MA, USA) fiir 2 h. Vor der Antikdrperbindung wurden die Membranen in einer
Losung aus 5 % fettfreier Trockenmilch in mit Tris gepufferter Salzlosung Tween 20
(TBS-T Puffer, TBS-Tween, 137 mM Tris-HCI, 2.68 mM NaCl, und 0.1 %
Tween 20) fiir 90 min bei Raumtemperatur geblockt. Direkt danach wurden die
Membranen mit dem jeweiligen spezifischen primiren Antikorper iiber Nacht und
bei 4 °C inkubiert. Die Antikorper wurden hierzu in TBS-T Puffer mit 5 % BSA
(bovines Serumalbumin) entsprechend verdiinnt (Tab. 18, S. 37). Vor der Inkubation
mit den sekundéren Antikdrpern wurden die Membranen sechsmal in TBS-T Puffer
bei Raumtemperatur fiir 1 Stunde gewaschen. Als sekundérer Antikorper kam ein
stabilisierter Ziegen-Anti-Kaninchen-Antikorper in einer Verdiinnung von 1:2500 in
5 % fettfreier Trockenmilch in TBS-T Puffer zur Anwendung, der mit
Meerrettichperoxidase (HRP, horseradish peroxidase) konjugiert wurde. Nach 6
Waschvorgiingen mit TBS-T Puffer wurden die Membranen mit dem SuperSignal
West Femto Maximum Sensitivity Substrat (Pierce; Thermo Fisher) fiir 5 min
inkubiert. Die Signale wurden mittels CCD Kamera (Fusion-SL-3500 WL, Vilber
Lourmat, Eberhardszell, Germany) detektiert.

Primarer Kaninchen-1gG- | Verdiinnung primarer Antikorper, | Acrylamid Sekundarer Antikérper Verdiinnung
Antikorper gegen: Molekulargewicht pro Gel in % (Meerrettichperoxidase-konjugiert) sekundarer Antikorper
Nrf2 (C-20): sc-722 1:200, 57 kDa 12.5 Ziegen-anti-Kaninchen-IgG-Antikorper: sc-2004 1:2500
DDB1 (H-300): sc-25367 1:200, 127 kDa 7.5 Ziegen-anti-Kaninchen-IgG-Antikorper: sc-2004 1:2500
E2F1 (C-20): sc-193 1:200, 60 kDa 12.5 Ziegen-anti-Kaninchen-IgG-Antikorper: sc-2004 1:2500
ERK2 (K-23): sc-153 1:200, 42 kDa (ERK1: 44 kDa) 12.5 Ziegen-anti-Kaninchen-1gG-Antikérper: sc-2004 1:2500
MEK1 (C-18): sc-219 1:200, 45 kDa 12.5 Ziegen-anti-Kaninchen-1gG-Antikorper: sc-2004 1:2500
p53 (FL-393): sc-6243 1:200, 53 kDa 12.5 Ziegen-anti-Kaninchen-IgG-Antikorper: sc-2004 1:2500

Tab. 18: Western Blot Analyse 1. und 2. Antikérper und Verdiinnungen

Die verwendeten priméren und sekundéren Antikdrper, deren Verdiinnung und die jeweils verwendete
Acrylamid-Konzentration werden gezeigt. Es wurden Gele mit 12,5 % Acrylamid verwendet, mit
Ausnahme von DDBI1, denn hier wurde aufgrund des hohen Molekulargewichtes 7,5 % Acrylamid
verwendet.

37



6. Ergebnisse

6. Ergebnisse

Als in-vitro-Modell fiir ein differenziertes respiratorisches Epithel wurde die
kommerziell erhiltliche (ATCC, Manassas, VA, USA, ATTC Nummer CRL-2778)
und gut charakterisierte immortalisierte S9-Epithelzell-Linie verwendet [44]. Die
Kultivierung erfolgte als Monolayer unter standardisierten Bedingungen [44] in einer
Atmosphére mit 5 % CO,, bei 37 °C und in 100 x 20 mm Cell+ Kulturschalen mit je
10 ml Zellkulturmedium (Tab. 6, S. 24). Nach 3 — 4 Tagen und einer Konfluenz von
90 % wurden die Zellen im Verhiltnis 1:4 auf vier frische Kulturschalen aufgeteilt.
Erneut folgte die Inkubation bis 90 % Konfluenz (einzelne Schritte siehe Tab. 5 auf
S. 24). Fiir die Experimente kamen die S9-Zellen zwischen der 17. und 24. Passage
zur Anwendung. Die Bestrahlung erfolgte mdanderformig mit einem Gerédt der Firma
Rhinolight (Rhinolight Ltd, Szeged, Hungary), das ein Gemisch (,,mixed UV and
visible light =, mUV/VIS®) aus 5 % UVB, 25 % UVA und 70 % sichtbarem Licht
appliziert (gemessenes Spektrum siehe Abb. 6, S. 11).
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Abb. 6: Gemessenes Spektrum der mUV/VIS-Quelle
Rhinolight (Rhinolight Ltd., Szeged, Ungarn) appliziert ein Spektrum von 310 nm bis 600 nm und
setzt sich zusammen aus 5 % UV-B, 25 % UV-A und 70 % sichtbarem Licht und wird daher auch als
,,mixed UV and visible light“, kurz ,,mUV/VIS* bezeichnet.
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Es wurde die Wachstumsfldche der Cell+ Kulturschalen von 78 cm® bestrahlt. Als
Kontrolle wurden unbehandelte Zellen mitgefiihrt. Eine Ubersicht der untersuchten
Bestrahlungs- und Kultivierungszeiten ist in Tab. 17 auf S. 35 zusammengefasst.
Schlieflich wurden die Zellen vorsichtig mit einem Zellschaber von der

Zellkulturplatte gelost.

Wie bereits im Methodenteil beschrieben, folgten die Proteinextraktion, die
Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford, die 2D-Gelelektrophorese und
DIGE-Experimente mit anschlieBender Spotdetektion. Die detektierten Spots wurden
aus den Gelen ausgeschnitten. Nach dem tryptischen Verdau folgte die
Proteinidentifikation mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie und Vergleich
virtuell verdauter Peptide der MASCOT-Datenbank.
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6.1. 2D-DIGE zeigt Proteomverinderungen
mUV/VIS-behandelter S9-Epithelzellen

Fiir die 2D-Differenz-In-Gelelektrophorese wurden nach der Proteinextraktion die
Proben mit Cy-Fluoreszenzfarbstoffen (Cy3, CyS5, Cy2) entsprechend den Angaben
des Herstellers markiert. Mit diesen Farbstoffen konnen in einem Gel gleichzeitig
Kontrolle (Cy3), behandelte Probe (Cy5) und der interne Standard (Cy2, Gemisch
aller Proben) mittels 2D-Gelelktrophorese nach elektrischer Ladung und
Molekulargewicht aufgetrennt werden. Den Wellenldngen der Cy-Farbstoffe
entsprechend, wurden die Gele gescannt und in Delta2D (Decodon GmbH,
Greifswald, Germany) analysiert. Die Bestimmung der relativen Intensitit eines

Spots, bezogen auf den internen Standard, erlaubt quantitative Aussagen.

120 kDa

. ' Falschfarbendarstellung: Co vs.
pl4 7

Abb. 7: Dual View Falschfarbendarstellung 4 min UV-Bestrahlung vs. Co bei 60 min
Duale Ansicht der mittels Delta2D (Decodon GmbH, Greifswald, Germany) erzeugten Fusionsbilder
von jeweils 4 technischen Replikaten UV-behandelter und Kontroll-S9-Epithelzellen 60 min nach 4-
miniitiger Bestrahlung. Griine Spots zeigen reprimierte, rote zeigen induzierte Proteine und gelb
repréasentiert eine gleiche Expression in Kontroll- und behandelte Zellen.

10 kDa
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Die Fusionsbilder der jeweils 4 technischen Replikate konnen iibereinanderlegt und
in Falschfarben (griin die Kontrollgruppe und rot die behandelte Gruppe) dargestellt
werden. In dieser dualen Ansicht (Dual View, siche Abb. 7, S. 40) kdnnen Aussagen
dariiber getroffen werden, ob ein Protein induziert (rot) oder reprimiert (griin) ist.
Eine gleiche Proteinexpression von Kontrolle und behandelter Gruppe stellt sich gelb
dar. Anhand der angefertigten Dual View-Bilder liber den gesamten Zeitverlauf
lassen sich Verdnderungen des Proteommusters im Zeitverlauf von 0 min bis 72 h

nach Exposition erkennen (siche Abb. 8, S. 41).

120
g kDa

VaminOh UVAmun OS5 h UVAminlh

120
N kDa

10

kDa kDa

Abb. 8: Veriinderungen der Proteinsignatur iiber den zeitlichen Verlauf nach 4-
miniitiger mUV/VIS-Behandlung

Duale Ansichten der Fusionsbilder von jeweils 4 technischen Replikaten Kontrolle (Co) vs.
Rhinolight-Behandlung (UV) fiir den gesamten Zeitverlauf (0, 30, 60 min und 24, 48, 72 h) nach 4-
miniitiger Bestrahlungszeit. Nach Durchfithrung der Bestrahlungen der S9-Epithelzellen wurden die
Bilddateien der jeweiligen Gele in Delta2D (Decodon GmbH, Greifswald, Germany) geladen. Die
dort erzeugten Fusionsbilder der jeweils 4 technischen Replikate von Kontrolle und behandelter
Gruppe konnen im Dual View iibereinander gelegt werden. Griine Spots reprisentieren reprimierte
und rote Spots reprédsentieren induzierte Proteine nach mUV/VIS-Behandlung. Eine gleiche
Expression in der Kontroll- und der behandelten Gruppe zeigen gelbe Spots.
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6.2. 2D-DIGE: Vergleich Kurzzeitbereich und

Langzeitbereich bei 4 min Bestrahlung

Durch Spotdetektion mittels Delta2D-Software (Decodon GmbH, Greifswald,
Germany) wurden 1665 Spots im pH-Bereich von 4 - 7 und einem Molekulargewicht
von 10 kDa bis 120 kDa detektiert. Die Proteinspots wurden aus dem Gel
ausgeschnitten und tryptisch verdaut. Mittels MALDI-TOF-MS, der nachfolgenden
Sequenzierung der isolierten Peptide durch MS/MS-Experimente und schlielich
durch den Abgleich mit virtuell verdauten Peptidmustern (MASCOT-Datenbank)
konnten 897 Spots identifiziert werden. Von den Identifizierungen zeigten sich 266
Spots mit 412 Identifizierungen (Tab. 23, S. 170) und einer mindestens 1,5-fachen
Verdnderung im Vergleich zur Kontrolle signifikant veréndert (p < 0,05). Aufgrund
von posttranslationalen Modifikationen kdnnen Proteine in mehreren Gel-Spots
gefunden werden. Insgesamt waren 262 verschiedene Proteine nachweisbar. Die
Anzahl signifikant verdnderter Proteine steigt im Zeitverlauf von 0 bis 48 h an (siche
Abb. 9, S. 42) und fillt von 48 auf 72 h wieder leicht ab. Die meisten Verdanderungen
zeigen sich im Langzeitbereich nach der mUV/VIS-Bestrahlung.
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Abb. 9: Signifikant veriinderte Proteine 4 min Bestrahlung 0 min bis 72 h Inkubation
AusschlieBlich signifikant verdnderte Proteinspots bei 4 min Bestrahlung im Zeitverlauf 0-72 h. Zu
erkennen ist ein Anstieg der Anzahl signifikant verdnderter Proteine im Zeitverlauf. Die
Verdnderungen manifestieren sich vor allem im Langzeitbereich (24 — 72 h).
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6.3. 2D-DIGE: Vergleich verschiedener mUV/VIS-

Bestrahlungszeiten

Von den 1665 detektierten Spots konnten 897 mit Hilfe der Massenspektrometrie
und des Vergleichs mit dem entsprechenden in silico Verdau identifiziert werden.
Von den 897 identifizierten Spots waren bei Betrachtung der Bestrahlungszeiten von
2, 4 und 6 min und der entsprechenden Beobachtungszeitraume von 24, 48 und 72 h
nach der Bestrahlung 350 Spots mit 538 Identifizierungen (Tab. 22, S. 150) und einer
mindestens 1,5-fachen Verdnderung im Vergleich zur Kontrolle signifikant verédndert
(p < 0,05) (siehe Tab. 22, S. 150). Aufgrund posttranslationaler Modifikationen
konnen Proteine in mehreren Gel-Spots gefunden werden. Insgesamt wurden 294

verschiedene Proteine nachgewiesen.

Anhand von Abb. 10 und Abb. 11 auf S. 44 ist zu erkennen, dass sich umso mehr
Verdnderungen auf Proteomebene manifestieren je ldnger die Bestrahlungsdauer ist
(Abb. 10, S. 44). Dabei zeigt sich auch, dass sich die erzeugten Verdnderungen vor
allem 48 h nach der Bestrahlung manifestieren (Abb. 11, S. 44) und dass es von 48
zu 72 h nach der Bestrahlung zu einem leichten Abfall in der Anzahl der signifikant

verdnderten Proteinspots kommt.
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Abb. 10: Signifikant verinderte Proteinspots - Dosisabhiingigkeit

Signifikant verdnderte Proteinspots in Abhéngigkeit der jeweiligen Dosis (2, 4 und 6 min)
vergleichend fiir 3 Zeitpunkte nach der Behandlung (24, 48 und 72 h). Diese Darstellung erlaubt
Vergleiche der Bestrahlungsdosen. Zu jedem Zeitpunkt nach der Behandlung zeigt sich ein
dosisabhéngiger Anstieg signifikant verdnderter Proteinspots mit zunehmender Dosis.
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Abb. 11: Signifikant verinderte Proteinspots - Zeitabhiingigkeit

Dargestellt sind signifikant verdnderte Proteine in Abhéngigkeit von der jeweiligen Behandlungszeit
vergleichend fiir 3 Zeitpunkte nach der Behandlung. Erkennbar ist ein Anstieg der Anzahl signifikant
verdnderter Proteinspots von 24 auf 48 h. Die Verdnderungen manifestieren sich vor allem bei 48 h,
wihrend es von 48 zu 72 h nach der Bestrahlung zu einem leichten Abfall kommt.
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6.4. Principle component analysis

(Hauptkomponentenanalyse, PCA)

Mit Hilfe der PCA (Principle component analysis, Hauptkomponentenanalyse)
konnen umfangreiche Datensidtze strukturiert, vereinfacht und veranschaulicht
werden [53]. Zudem ermoglicht die Hauptkomponentenanalyse Aussagen iiber die
Qualitit der Experimente und tiber das Auftreten von mUV/VIS-bezogenen Effekten
auf die S9-Epithelzellen in Abhidngigkeit von der Expositionsdauer und dem
zeitlichen Verlauf nach der jeweiligen Behandlung. Hierzu wurden verschiedene

PCA-Analysen durchgefiihrt.

6.4.1. PCA-Analyse Kurzeit vs. Langzeit

Wichtige Informationen lieferte die PCA-Analyse mit dem Vergleich zwischen
Kontrolle und behandelter Gruppen bei 4 min Bestrahlung iiber den Zeitverlauf von
0 — 72 h und mit den jeweiligen 4 technischen Replikaten (siche Anlage Abb. 55,
S. 191). Auf Grundlage dieser PCA-Analyse wurde die Abb. 12, S. 47 erstellt. Die
jeweils 4 technischen Replikate liegen dicht beieinander. Dies spricht fiir eine hohe
Qualitdit bei der Durchfiihrung der Experimente und damit fiir eine gute
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Entlang der ersten Hauptkomponente stellen sich
die groBten Unterschiede dar. Die 2. Hauptkomponente verdeutlicht die zweitgrof3ten
Unterschiede. Es wird deutlich, dass sich die Langzeitversuche der UV-behandelten
Gruppe deutlich von den Kurzzeitversuchen und von den Kontrollen abgrenzen.
Weiterhin unterscheiden sich die Kontrollen der Kurzzeit deutlich von den
Kontrollen der Langzeit, was den Kultivierungseffekt/Wachstumseffekt der Zellen in

der unbehandelten Gruppe verdeutlicht (siche griiner Pfeil in Abb. 12.2, S. 47).

Weiterhin ist ersichtlich, dass sich im Kurzzeitbereich die behandelten Gruppen nicht
stark von den Kontrollgruppen unterscheiden (Abb. 12.3, S. 47), sich also die Effekte
der Kurzzeitbestrahlung nicht sehr von denen der Kontrolle unterscheiden und der
Effekt der mUV/VIS-Behandlung im Kurzzeitbereich nicht so stark ausgeprégt ist.
Auch wird deutlich, dass sich der Effekt der mUV/VIS-Bestrahlung am deutlichsten

im Langzeitverlauf der behandelten Gruppe manifestiert.
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Weitere Informationen ergab der Vergleich zwischen den Kontrollen und der
behandelten Gruppe mit 4 min Bestrahlung fiir die Beobachtungszeitraume 0, 30 und
60 min mittels PCA-Analyse (siche Anlage Abb. 56, S. 192). Entlang der 1.
Hauptkomponente grenzen sich die UV-behandelten Gruppen deutlich von den
Kontrollen ab. Entlang der 2. Hauptkomponente unterscheiden sich die behandelten

Gruppen entsprechend dem Zeitverlauf {iber 0, 30 und 60 min.

Die PCA-Analyse nur der Kurzzeitversuche untereinander (vgl. Abb. 56, S. 192)
zeigt, dass sich die behandelten Gruppen entlang der 1. Hauptkomponente nur

geringfligig unterscheiden.
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Abb. 12: PCA Kurzzeit (0 — 1 h Kultivierung) vs. Langzeit (24 — 72 h Kultivierung) bei
4 min Bestrahlungsdauer

Schematische Darstellung der PCA-Analyse mit den jeweils 4 technischen Replikaten der jeweiligen
Bedingungen. Die rote Farbe kennzeichnet die mUV/VIS-behandelte Probe und die Kontrollgruppe
wird in griiner Farbe dargestellt. Mit zunehmender Kultivierungszeit werden die Farben entsprechend
dunkler dargestellt.

12.1) Die jeweils 4 technischen Replikate liegen dicht beieinander. Dies spricht fiir eine qualitative
Durchfiihrung der Experimente und eine gute Reproduzierbarkeit.

12.2) Der dargestellte Pfeil, verdeutlicht den Wachstumseffekt der Zellen in der unbehandelten
Gruppe. In dieser PCA-Analyse finden sich die groBiten Unterschiede entlang der 1.
Hauptkomponente und die zweitgroten Unterschiede entlang der 2. Hauptkomponente. Die Kurzzeit-
und die Langzeit-Kontrollen unterscheiden sich in der 1. Hauptkomponente kaum im Gegensatz zur 2.
Hauptkomponente. Dieser Unterschied zwischen Kurzzeit- und Langzeitkontrollen entspricht dem
Wachstumseffekt der Zellen.

12.3) Der dargestellte Pfeil zeigt, dass sich im Bereich der Kurzzeitversuche die behandelten Gruppen
kaum von den Kontrollgruppen unterscheiden. Dies ist sowohl in der 1. Hauptkomponente als auch in
der 2. Hauptkomponente so. Der Effekt der mUV/VIS-Behandlung im Kurzzeitbereich ist also nicht
so stark ausgeprédgt wie im Langzeitbereich (vergleiche Abb. 9.4).

12.4) Mit Hilfe des dargestellten Pfeils wird der groBite Effekt der mUV/VIS-Bestrahlung verdeutlicht.
Der grofite Unterschied findet sich entlang der 1. Hauptkomponente. Die deutlichsten Verdnderungen
manifestieren sich im Langzeitverlauf der behandelten Gruppe.
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6.4.2. Beurteilung unterschiedlicher Bestrahlungszeiten
mittels PCA-Analyse

Die PCA-Analyse mit dem Vergleich zwischen Kontrolle und behandelter Gruppen
bei 2, 4 und 6 min Bestrahlung und fiir die Beobachtungszeitrdume 24, 48 und 72 h
(siche Anlage Abb. 57, S. 193) zeigt entlang der 1. Hauptkomponente einen
deutlichen Unterschied zwischen den Langzeitversuchen der UV-behandelten
Gruppe und den Kontrollen. Die behandelten Proben unterscheiden sich auch
entsprechend der Expositionsdauer (2, 4 und 6 min) voneinander. Am deutlichsten
grenzt sich hierbei die Expositionsdauer von 6 min ab. Entlang der 2.
Hauptkomponente unterscheiden sich die einzelnen Zeitpunkte nach der Behandlung
entsprechend 24, 48 und 72 h. Die Langzeitversuche mit 2 min Bestrahlung
unterscheiden sich relativ gering von den Kontrollen im Vergleich zu 4 min
Bestrahlung und im Besonderen von 6 min Bestrahlung. Die 6-miniitige Bestrahlung

zeigt hier im Langzeitversuch die grofften Verdanderungen.

Eine zusammenfassende Darstellung bietet Abb. 58, S. 194 mit dem Vergleich
zwischen Kontrollen und behandelten Gruppen bei 2, 4 und 6 min Bestrahlung iiber
den gesamten Zeitverlauf mit jeweils 4 technischen Replikaten (sieche Abb. 58,
S. 194). Die jeweils 4 technischen Replikate stehen in enger raumlicher Beziehung
zueinander, unterscheiden sich also kaum. Dies demonstriert eine hohe Qualitdt bei
der Durchfiihrung der Experimente sowohl im Kurzzeit- als auch im

Langzeitbereich.
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6.5. Vergleich der Zeitpunkte 0-72 h nach Exposition

Aus den PCA-Analysen ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen der
Kontroll- und der UV-behandelten Gruppe. Mit Hilfe von Venn-Diagrammen kann
die Anzahl der speziell zu einem Zeitpunkt verdnderten Proteine und
Uberschneidungen mit anderen Zeitpunkten dargestellt werden. Fiir diese
Betrachtung wurden Proteine mit 4 min Bestrahlung und weiterer Kultivierung fiir 0
bis 72 h, mit einer mindestens 1,5-fachen Veridnderung im Vergleich zur Kontrolle,
berticksichtigt. In Abb. 13 auf S. 49 sind dargestellt: A) der Vergleich zwischen
Kurzzeit- (0 — 1 h Kultivierung nach der Bestrahlung) und Langzeit (24 — 72 h
Kultivierung nach der Bestrahlung), B) der Vergleich der Zeitpunkte 0, 30 und
60 min und C) der Vergleich der Zeitpunkte 24, 48 und 72 h. Aus Abb. 13.B, S. 49
geht hervor, dass unmittelbar nach der Bestrahlung (0 min) nur wenige
Verdnderungen auftreten und dass es im weiteren Zeitverlauf zum Anstieg der
Verinderungen kommt. Auch im Langzeitbereich (Abb. 13.C, S. 49) steigt mit
Zunahme der Kultivierungszeit die Anzahl signifikant verdnderter Proteine. Im
Vergleich der Kurzzeit- und der Langzeitergebnisse (Abb. 13.A, S. 49) zeigen sich
im Langzeitbereich deutlich mehr Proteine signifikant verdndert als im Bereich der
Kurzzeitversuche. Mit zunehmender Kultivierungszeit steigt also die Anzahl

signifikanter Verdnderungen, wobei der Schwerpunkt im Langzeitbereich liegt.
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Abb. 13: Venn-Diagramme 4 min Bestrahlung und 0 - 72 h Kultivierung
Venn-Diagramme der Proteine mit 4 min Bestrahlung und weiterer Kultivierung fiir 0 — 72 h mit einer
mindestens 1,5-fachen Verdnderung zur Kontrolle. Venn-Diagramme konnen darstellen, wie viele
Proteine exklusiv zu einem Zeitpunkt verindert sind und wo es Uberschneidungen mit anderen
Zeitpunkten gibt. Das Programm ,,Venny* (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html) wurde
zur Erstellung der Diagramme verwendet. A) Vergleich der Kurzzeit- und der Langzeitversuche, B)
Vergleich der Kurzzeitergebnisse fiir 4 min Bestrahlung und jeweils 0, 30 und 60 min Kultivierung
untereinander, C) Vergleich der Langzeitergebnisse fiir 4 min Bestrahlung und jeweils 24, 48 und 72 h
Kultivierung untereinander. Deutlich manifestieren sich die Verdnderungen auf Proteomebene nach
einer mUV/VIS-Behandlung im Langzeitbereich (24 — 48 h Kultivierung).
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6.6. Voronoi-Treemap-Betrachtungen

Mit Hilfe von Voronoi Treemaps konnen grofle Datenmengen iibersichtlich
visualisiert werden. Eine angepasste Weiterentwicklung, beschrieben von Bernhardt
et al. (2009) und Otto et al. (2010), ist eine mogliche Darstellung von hierarchisch
strukturierten, funktionellen Proteinklassifikationen und Expressionsdaten [56, 57].
Fiir diese Arbeit wurde die KEGG Brite Ontologie verwendet und entsprechend der
identifizierten Proteine angepasst. Angendhert 1100 identifizierte Protein-Spezies,
die mit 450 Genen korrespondieren, konnten den funktionellen KEGG Brite Klassen
zugeordnet werden. Die Expressionsdaten der Delta2D-Analyse (Decodon GmbH,
Greifswald, Germany) wurden fiir die farbkodierte expressionsbezogene Darstellung
der Treemap-Kacheln verwendet. Die Farbgebung folgt den logarithmierten Ratios
der normalisierten Expressionsvolumina der UV-behandelten Proben dividiert durch

die normalisierten Expressionsvolumina der unbehandelten Kontrollen.

Zur ibersichtlichen Darstellung wurden die Abbildungen auf Ebene der Stoff-
wechselwege ,,Pathways®™ (Abb. 14A, S. 51) ohne weitere Unterteilung dargestellt.
Die Darstellungen in Abb. 14B, S. 51 und Abb. 15, S. 52 zeigen das

Expressionsmuster der einzelnen Proteine farblich kodiert.

Die Voronoi Treemaps zeigen einen deutlichen Unterschied zwischen den Kurzzeit-
(0, 30 und 60 min Inkubation nach der Bestrahlung) und den Langzeitbetrachtungen
(24, 48 und 72 h Kaultivierung nach der Bestrahlung). AuBerdem wird bei
Betrachtung der Voronoi Treemaps, besonders in der Ansicht auf Ebene der
Expressionsmuster der einzelnen Proteine in Abb. 14B, S. 51 und Abb. 15, S. 52

auch eine Zunahme der Verdanderungen im Zeitverlauf verdeutlicht.
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Covs.RL24 h Covs.RL48 h Covs.RL72h

reprimiert - 5 EEE_—_— 1 T 5 exprimiert

Abb. 14: Voronoi Treemaps zur Darstellung groler Datensiitze Co vs. RL

Darstellung der Vornoi-Treemaps im Zeitverlauf von 0 min bis 72 h. und jeweils 4 min
Bestrahlungsdauer A) auf Ebene der Stoffwechselwege ,,Pathways™ und B) Expressionsmuster der
einzelnen Proteine. Die identifizierten Proteine wurden entsprechend der KEGG-BRITE-Hierarchie
geordnet. Jede dargestellte Kachel in den strukturellen Hierarchien représentiert ein identifiziertes
Protein. Die Expressionsverdanderungen sind anhand eines divergenten Farbgradienten entsprechend
der normalisierten und logarithmierten Expressionswerte (%Volumen, normalisiert anhand des
spezifischen Cy-2-Standards) kodiert. Abstufungen von Blau zeigen reprimierte und Abstufungen von
Rot induzierte Proteine. Die jeweils volle Farbséttigung wurde erreicht ab einer mindestens 5-fachen
Veranderung im Vergleich zur Kontrolle.
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reprimiert -5 EEE_————— 1 T S5 exprimiert

Abb. 15: Voronoi Treemaps Einzelproteinebene Kurzzeit (A, 4 min Bestrahlung und 60
min Kultivierung) vs. Langzeit (B, 4 min Bestrahlung und 24 h Kultivierung)

Voronoi Treemaps fiir 1 und 24 h bei jeweils 4 min Bestrahlung. Die identifizierten Proteine wurden
in die KEGG-BRITE-Hierarchie geordnet. Jede Kachel in den strukturellen Hierarchien représentiert
ein identifiziertes Protein. Die farbliche Kodierung anhand des divergenten Farbgradienten erfolgte
nach den normalisierten und logarithmierten Expressionswerten (%Volumen, normalisiert anhand des
Cy-2-Standards). Blauabstufungen zeigen reprimierte und Rotabstufungen induzierte Proteine. Ab
einer 5-fachen Verdnderung im Vergleich zur Kontrolle wurde die volle Farbséttigung erreicht.
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6.7. IPA-Analyse fiir 4 min Bestrahlung und 0 — 72 h

Inkubation

Fir die Ingenuity Pathway Analyse wurden alle Proteine mit einer mindestens
1,5-fachen Verdnderung im Vergleich zur Kontrolle (Fold Change) bei einer
4-miniitigen Bestrahlungsdauer und im Zeitverlauf von 0 bis 72 h beriicksichtigt. Die
Fold Change Werte geben an, um welchen Faktor sich ein Protein der behandelten
Gruppe von der entsprechenden Kontrolle unterscheidet. Fold Change Werte kleiner
als 1 wurden zur besseren Anschaulichkeit als ihr negativer reziproker Wert
angegeben (z.B. aus 0,5 wird -2,0). Mittels Ingenuity Pathway Analyse (IPA,
Ingenuity® Systems) konnten anhand der signifikant verdnderten und identifizierten
Proteinen sowie ihrer Fold Change Werte den einzelnen Zeitpunkten die zugehorigen
funktionellen Netzwerke (Tab. 24, S. 195) sowie Zellfunktionen (Abb. 17, S. 56 und
Tab. 24, S. 195) und Top Tox Lists (Abb. 16, S. 54 und Tab. 24, S. 195) zugeordnet

und im Zeitverlauf ausgewertet werden.

6.7.1. Top Tox Listen

Die Ansicht der ,,Top Tox Lists* (Abb. 16, S. 54) stellt eine Rangfolge der am
meisten beeinflussten Zellreaktionsmechanismen auf die jeweiligen Stress-Faktoren
dar. Von 0 bis 72 h nach Exposition ist der ,Nrf2-mediated Oxidative Stress
Response* auf Rang 1 und nur zum Zeitpunkt 60 min auf Rang 2 der Top Tox Lists.
Ein Netzwerk mit allen Proteinen, die mit dem ,,Nrf2-mediated Oxidative Stress
Response* assoziiert sind, ist in Abb. 47, S. 90 dargestellt. Eine Liste der mit dem
,Nrf2-mediated Oxidative Stress Response® assoziierten und im Rahmen der DIGE-
Experimente identifizierten Proteine mit den zugehdrigen Fold Change Werten und

Lokalisationen findet sich in Tab. 19, S. 54.
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Abb. 16: Top Tox Listen der IPA-Analyse 4 min Bestrahlung und 0-72 h Inkubation
Mit IPA (Ingenuity Pathway Analysis, Ingenuity® Systems) wurden alle signifikant verdnderten
Proteine der S9-Zellen nach UV-Bestrahlung von 4 min und weiterer Kultivierung von 0 bis 72 h
analysiert. Dargestellt sind die 5 ersten Rédnge der Top Tox Lists zu jedem Zeitpunkt nach der UV-
Bestrahlung. Der “Nrf2-mediated Oxidative Stress Response” ist zu allen Zeitpunkten fiihrend.

Symbol Entrez Gene Name 0min |30 min |60 min [ 24 h 48 h 72 h | Location | Type(s)
ACTB actin, beta Cytoplasm other
ACTG1 actin, gamma 1 Cytoplasm other
DNAJA2 | DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, member2 | 1,198 | 1,141 | 1,067 | 1,167 1,174 Nucleus enzyme
DNAJB11 [ DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 11 [ -1,066 | -1,03 | -1,011 Cytoplasm other
ERP29 endoplasmic reticulum protein 29 -1,183 1,369 Cytoplasm | transporter
GSTO1 glutathione S-transferase omega 1 -1,063 -1,088 1 1 1 Cytoplasm [ enzyme
STIP1 stress-induced-phosphoprotein 1 1,401 -1,371 1 1 1 Cytoplasm other
TXNRD1 thioredoxin reductase 1 -1,237 Cytoplasm [ enzyme
VCP valosin containing protein 1,045 | 1,081 | 1,059 Cytoplasm [ enzyme

Tab. 19: IPA-Daten zum Pathway "Nrf2-mediated oxidative stress response"

Mittels IPA (Ingenuity Pathway Analysis, Ingenuity® Systems) ermittelte Proteine des vorliegenden
Experiments mit Assoziation zum Nrf2-Pathway. Dargestellt sind die Fold Change Werte zum
jeweiligen Zeitpunkt. Rote Fold Change Werte (x-fache Verdnderung im Vergleich zur Kontrolle)
zeigen eine Induktion und griine eine Reprimierung. Die Analyse erfolgte fiir signifikant verdnderte
Proteine mit 4 min Bestrahlung und 0-72 h Inkubation mit einer mindestens 1,5-fachen Verdnderung
im Vergleich zur Kontrolle. Fehlende Werte wurden durch ,,1* ersetzt.
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6.7.2. Molecular and Cellular Functions

Die ,,Molecular and Cellular Functions* zeigen eine Rangfolge der am meisten
beeinflussten zelluldren Funktionen bzw. Zelladaptationsmechanismen. Am meisten
sind z. B. posttranslationale Modifikationen, Zelltod, Proteinfaltung oder
Zellwachstum und Proliferation beeinflusst. Diese zeigen einen dosisabhingigen
Anstieg an induzierten oder reprimierten assoziierten Proteinen (vgl. Tab. 24, S. 195
und Tab. 25, S. 196). Im Bereich 0 - 60 min nach der mUV/VIS-Bestrahlung steigt
der Rang Zelltod-assoziierter Verdnderungen (,,Cell Death siche Abb. 17, S. 56). Im
Intervall 24 — 48 h kommt es wieder zum Abfall. Zum Zeitpunkt 72 h nach
Bestrahlung zeigt sich hingegen ein erneuter Anstieg der Apoptose-assoziierten
Proteine im Vergleich zur Kontrolle. Ab 48 h ist ein deutlicher Anstieg des
Wachstums und der Proliferation (Cellular Growth and Proliferation) zu erkennen.
Eine Tabelle mit den assoziierten Proteinen zu ,,Cell Death®, ,Protein Folding®,
,,Post-Translational Modification und ,,Cellular Growth and Proliferation ist auf

Seite 196 dargestellt.
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Abb. 17: Molecular and Cellular Functions der IPA-Analyse 4 min Bestrahlung und 0-
72 h Inkubation

Mittels IPA (Ingenuity Pathway Analysis, Ingenuity® Systems) wurden alle signifikant nach UV-
Bestrahlung verdnderten Proteine der S9-Epithelzellen analysiert. Die 5 Rénge der molekularen und
zelluldren Funktionen sind zu jedem Zeitpunkt dargestellt. Im Kurzzeitbereich (0 — 1 h Kultivierung
nach der Bestrahlung) kommt es zu einem Anstieg der “Zelltod”-assoziierten Funktionen
(wahrscheinlich durch starke Schidigung der Zelle infolge UV-Bestrahlung — sind die Schiaden zu
groB, geht die Zelle in den Zelltod). Im Langzeitverlauf (24 — 72 h Kultivierung nach der Bestrahlung)
erfolgt dann wieder ein Anstieg von Zellwachstum und Proliferation, Proteinfaltung und
posttranslationalen Modifikationen als Reaktion auf die Schadigungen im Verlauf.
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6.8. IPA Analyse fiir 2, 4 und 6 min Bestrahlung und
24 — 72 h Inkubation

Die Listen der signifikant verdnderten Proteine aus Delta2D fiir die jeweiligen
Zeitpunkte wurden in die Ingenuity Pathway Analysis Software (IPA, Ingenuity®
Systems) geladen. Die IPA-Analyse liefert als Ergebnis eine Darstellung der
ermittelten Proteine in assoziierten Proteinnetzwerken und eine Einordnung in
verschiedene Stoffwechselprozesse. Fiir die IPA-Analysen wurden die Proteine mit
2, 4 und 6 min Bestrahlung und anschlieender Inkubation fiir 24, 48 und 72 h mit
einer mindestens 1,5-fachen Verdnderung im Vergleich zur Kontrolle beriicksichtigt.
Durch die IPA-Analyse konnten den jeweiligen Zeitpunkten z. B. zugehdrige
funktionelle Netzwerke, ,,Top Tox Lists“, ,,Molecular and Cellular Functions*
zugeordnet und diese im Zeitverlauf analysiert werden. Die funktionellen Netzwerke,
zelluldren Funktionen und Top Tox Listen der Auswertung sind in der Tab. 26 auf

Seite S. 197 zusammengefasst.
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6.8.1. Assoziation der mUV/VIS-Bestrahlung mit
Tumorerkrankungen (IPA-Analyse)

Zur Beurteilung eines moglichen karzinogenen Risikos durch mUV/VIS-Bestrahlung
wurde das Ranking der Tumorerkrankungen unter den zelluldren Funktionen sowie
die Anzahl signifikant verdnderter und Tumor-assoziierter Proteine in Abhdngigkeit
von Bestrahlungsdauer und weiterer Inkubationszeit ausgewertet und in Abb. 18,

S. 59 zeitabhédngig und in Abb. 19, S. 59 dosisabhéngig graphisch dargestellt.

Die Betrachtung entsprechend der Bestrahlungszeit (Abb. 18, S. 59) zeigt, dass die
meisten Tumor-assoziierten Proteine fiir die jeweilige Bestrahlungszeit 48 h nach der
Bestrahlung verdndert sind. Das Ranking der Marker, die mit Tumorerkrankungen
assoziiert sind (Abb. 18, S. 59), macht deutlich, dass fiir die jeweilige
Bestrahlungszeit 24 h nach Bestrahlung die mit Tumorerkrankungen assoziierten

Marker auf einem hoheren Rang sind als nach 72 h.

Die Gruppierung der Tumor-assoziierten Ergebnisse nach der Kultivierungszeit
(Abb. 19, S. 59) erlaubt Aussagen iiber die Dosisabhidngigkeit der mUV/VIS-
vermittelten Effekte. Es zeigt sich eine Zunahme der Tumor-assoziierten Proteine mit
zunehmender Bestrahlungsdauer. Das Ranking der Tumorerkrankungen zeigt eine
deutliche Erhohung mit zunehmender Bestrahlungsdauer von 24 bis 72 h nach der

Bestrahlung.

Die ersten 37 Rangen der ,,Diseases and Bio Functions* sind in Tab. 26 auf S. 197

zusammengefasst.
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Abb. 18: ,,Ranking - Tumorerkrankungen® und ,,Tumor-assoziierte Proteine* zur
Beurteilung des Effekts der Kultivierungszeit zu den einzelnen Bestrahlungszeiten
Graphische Darstellung des Rankings der Tumorerkrankungen und der Tumor-assoziierten Proteine
aus den ,,Diseases and Bio Functions“ der IPA-Analyse. Diese Darstellung dient der Beurteilung der
Abhingigkeit vom Beobachtungszeitpunkt bei der jeweiligen Bestrahlungsdauer. Bei den Réngen der
Tumorerkrankungen féllt eine Erniedrigung des Ranges mit zunehmender Beobachtungszeit auf. In
der graphischen Darstellung der Anzahl der Tumor-Assoziierten Proteine ist ein deutlicher Anstieg
Tumor-assoziierten Proteine in den Gruppen von 2, 4 und 6 min Bestrahlungszeit zu erkennen.
Innerhalb dieser Gruppen zeigt sich ein Anstieg der Proteine von 24 auf 48 h mit einem leichten
Abfall von 48 auf 72 h.
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Abb. 19: ,Ranking - Tumorerkrankungen® und ,,Tumor-assoziierte Proteine* zur
Beurteilung des Effekts der Bestrahlungszeit zu den einzelnen Kultivierungszeiten
Graphische Darstellung des Rankings der Tumorerkrankungen und der Tumor-assoziierten Proteine
aus den ,,Diseases and Bio Functions“ der IPA-Analyse. Diese Darstellung dient der Beurteilung der
Dosisabhingigkeit zu den einzelnen Beobachtungszeitpunkten. Bei Betrachtung des Rankings der
Tumorerkrankungen féllt eine Erhdhung des Ranges mit zunehmender Bestrahlungszeit auf. Die
Ausnahme bildet der Beobachtungszeitpunkt 48 h. In der graphischen Darstellung der Anzahl der
Tumor-assoziierten Proteine ist ein deutlicher Anstieg der Tumor-assoziierten Proteine mit
zunehmender Bestrahlungszeit zu erkennen.
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6.8.2. mUV/VIS ist assoziiert mit Virusreaktivierungen

Analog zu den ,,Molecular and Cellular Functions* sowie ,,Top Tox Lists* gibt es
auch die Moglichkeit der Darstellung der regulatorischen Wege (,,Canonical
Pathways®). Darunter zeigten sich ,,Mechanismen der Virusfreisetzung aus der
Wirtszelle”. In der Ingenuity Pathway Analyse (IPA, Ingenuity® Systems) wurden
zur Beurteilung der Dosisabhingigkeit die Proteine mit 2, 4 und 6 min Bestrahlung
und anschlieender Inkubation fiir 24, 48 und 72 h mit einer mindestens 1,5-fachen
Verdnderung im Vergleich zur Kontrolle beriicksichtigt. Unter den ,,Mechanismen
der Virusfreisetzung aus der Wirtszelle” sind zusammengefasst: Die Mechanismen
zur Freisetzung von Retroviren, Mechanismen zur Freisetzung von Orthopoxviren (z.
B. Vacciniavirus), Mechanismen der Freisetzung von Orthomyxoviren (z. B.
Influenzavirus) sowie Mechanismen zur Freisetzung von Herpesviren. Diesen
Funktionen konnten Proteine aus der Gruppe der Aktine ACTG1 und ACTB, aus der
Gruppe der Endophilline SH3GLB1 und SH3GLB2 und aus der Gruppe der Lamine
das Lamin B1 (LMNB1) zugeordnet werden. Die einzelnen Ringe der Mechanismen
der Virusfreisetzung aus der Wirtszelle sind in Abb. 20 A, S. 61 und die Anzahl der
assoziierten Proteine in Abb. 20 B, S. 61) dargestellt. Innerhalb der jeweiligen
Kultivierungszeiten kommt es, mit Ausnahme der Bedingungen 4min 48h und

4min_72h, zum dosisabhéngigen Anstieg der Rénge und assoziierten Proteine.

Im Kurzzeitbereich (0, 30 und 60 min) ist ,,Mechanisms of Viral Exit from Host
Cells* auf den Ringen 29 (0 min) und 45 (30 und 60 min) vertreten. Auf eine
ausfiihrliche Darstellung der ,,Canonical Pathways” wird in dieser Arbeit aufgrund

des Umfanges verzichtet.
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Abb. 20: Mechanisms of Viral Exit from Host Cells: Riinge und assoziierte Proteine
Darstellung der Range und assoziierten Proteine der Funktion ,,Mechanismen der Virusfreisetzung aus
Wirtszellen® gruppiert nach Bestrahlungszeit. Innerhalb der Gruppierung erfolgt die Ordnung nach
aufsteigender Bestrahlungszeit. Ersichtlich ist ein dosisabhéngiger Anstieg von Rang und assoziierten
Proteinen mit Ausnahme der Bedingungen 4min_48h und 4min_72h.

61



6. Ergebnisse

6.9. K-means-Clustering

Um herauszufinden, welche Spots iiber den gesamten Zeitverlauf dhnlich exprimiert
werden, wurde ein K-means-Clustering mittels TMeV (TIGR Multiexperiment
Viewer Software) durchgefiihrt, welcher im Delta2D-Software-Paket (Decodon
GmbH, Greifswald, Germany) enthalten ist. Bei dieser bereits beschriebenen
statistischen Analysenmethode [53] werden die zugrunde liegenden Daten der
»Quantitation-Table” (Definition siehe S. 33) der Delta2D-Software log2
standardisiert und die normalisierten Volumina gruppiert. Vor der Durchfiihrung des
K-means-Clustering wurde mit ,k* die Anzahl der zu ermittelnden
Expressionsmuster-Cluster festgelegt. AnschlieBend verteilt die Software die
Cluster-Schwerpunkte in entsprechender Anzahl zufillig. Jeder Spot wird dann dem
Cluster zugeordnet, dessen Schwerpunkt ihm am nichsten liegt. Als Distanzfunktion
wurde die Euklidische Distanz ausgewéhlt. Es folgen eine erneute Berechnung der
Schwerpunkte und eine erneute Zuordnung der Spots zu den Clustern. Diese Schritte
wiederholen sich bis eine maximale Iteration von 1000 erreicht wird oder sich die
Schwerpunkte nicht mehr verdndern.

Das K-means-Clustering wurde fiir 10 Cluster durchgefiihrt. Auf diese Weise lieBen
sich unterschiedliche Expressionsmuster mit den dazugehorigen Proteinen
identifizieren. Eine detailliertere Zusammenstellung der einzelnen Cluster-Analysen

kann der Anlage, Abb. 59, S. 206 entnommen werden.

62



6. Ergebnisse

Cluster 01 Cluster 02 Cluster 03

Expression

[ O N TS VI
Expression

bW N s e e N ow
Expression

b N s e kN ow

0 05 1 Zeit (h) 34 48 ) 0 05 1 Zeit (h) 4 a8 72 1 Zeit (h) 4 a8 72

°©
o
n

w
v W
w

Cluster 04 Cluster 05 Cluster 06

0 05 1 Zeit (h) 54 48 72 0 05 1 Zeit (h) 54 a8 7 0 05 1 Zeit (h) 4 a8 72

Expression
. o e
Expression
Expression
. - o -

Cluster 07 Cluster 08 Cluster 09

Expression
L N Y™
Expression
s
Expression
. " [=} R

0 05 1 Zeit (h) 4 48 72 0 05 1 Zeit (h) 54 a8 7 0 05 1 Zeit (h) 4 8 72

Cluster 10

=@=Kontrolle =W=mUV/VIS |

Expression
D R )

0 05 1 Zeit (h) 4 18 72

Abb. 21: K-means Clustering mit 10 unterschiedlichen Expressionsmustern

Dargestellt ist ein Uberblick der K-means-Cluster, die mit Hilfe von TMeV (enthalten in Delta2D
(Decodon GmbH, Greifswald, Germany)) erstellt wurden, vom Zeitpunkt 0 bis 72 h nach Bestrahlung.
Griin dargestellt sind die Kontrollen und rot die mUV/VIS-Behandelten Gruppen. Die y-Achse zeigt
die zugehorigen Expressionswerte zum jeweiligen Zeitpunkt.

Interessant sind vor allem die Cluster 1,3,4,7,8 und 9, da sie deutlich unterschiedliche
Expressionsmuster zwischen Kontrollgruppe und UV-behandelter Gruppe zeigen.
Cluster 1 (sieche Abb. 21, S. 63 und Abb. 59/Cluster 1, S. 206) beinhaltet 63 Spots
mit 26 verschieden identifizierten Proteinen in 18 Spots. Es umfasst Proteine, deren

Expression im Vergleich zur Kontrolle 72 h nach Bestrahlung stark ansteigt.

Cluster 3 (siche Abb. 21, S. 63 und Abb. 59/Cluster 3, S. 206) summiert 196 Spots
mit 75 verschiedenen identifizierten Proteinen in 62 Spots. Das Cluster vereint
Proteine mit einem Abfall der Expression im Bereich 24 — 72 h nach der Bestrahlung
der Kontrollgruppe und mit einem entgegengesetzten Verhalten in der UV-

behandelten Gruppe.
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Das Cluster 4 (siehe Abb. 21, S. 63 und Abb. 59/Cluster 4, S. 206) umfasst 306 Spots
mit 179 verschieden identifizierten Proteinen in 171 Spots. Es prisentiert ein
entgegengesetztes Expressionsmuster zum Cluster 3. Im Langzeitbereich (24 — 72 h
Kultivierung nach der Bestrahlung) zeigt sich ein Anstieg innerhalb der
Kontrollgruppe und entgegengesetzt hierzu ein Abfall innerhalb der UV-behandelten
Gruppe. Dabei ist im Cluster 4 aber auch ein dezenter Aufwértstrend bei 72 h nach
Bestrahlung sowohl in der Kontroll- als auch in der behandelten Gruppe zu

verzeichnen.

Cluster 7 (siche Abb. 21, S. 63 und Abb. 59/Cluster 7, S. 206) summiert 238 Spots
mit 209 verschieden identifizierten Proteinen in 154 Spots. Es zeigt ein dhnliches
Expressionsmuster wie in Cluster 4 mit dem Unterschied, dass im Langzeitbereich
(24 — 72 h Kultivierung nach der Bestrahlung) sowohl in der Kontroll- als auch in der
behandelten Gruppe ein deutlicher Abwirtstrend besteht. Sonst zeigt sich im Cluster
7 zwischen Kontroll- und behandelter Gruppe auch eine gleiche Expression im
Kurzzeitbereich (0 — 1 h Kultivierung nach der Bestrahlung) und im Langzeitbereich
dann eine hohere Expression der Kontrollen, wéihrend in der behandelten Gruppe ein

deutlicher Abfall der Expression zu erkennen ist.

Das Expressionsmuster des 8. Clusters (siche Abb. 21, S. 63 und Abb. 59/Cluster 8§,
S. 206) beinhaltet 131 Spots mit 88 verschieden identifizierten Proteinen in 64 Spots.
Es vereinigt Proteine, deren Expression im Vergleich zur Kontrolle in der Kurzzeit
der behandelten Zellen erhoht ist. Somit zeigt dieses Cluster die Effekte unmittelbar
und kurz nach einer UV-Behandlung (0 — 1 h Kultivierung nach der Bestrahlung).

Cluster 9 (siehe Abb. 21, S. 63 und Abb. 59/Cluster 9, S. 206) akkumuliert 180 Spots
mit 105 verschiedenen identifizierten Proteinen in 91 Spots. Es zeigt dhnlich dem
Cluster 4 einen Anstieg der Expression der Proteine in der Langzeitbetrachtung
(24 - 72 h Kultivierung nach der Bestrahlung) der Kontrollgruppe und im Gegensatz
dazu in der behandelten Gruppe einen Abfall. Cluster 4 und 9 zeigen ein dhnliches
Verhalten, aber Cluster 4 verzeichnet einen stirkeren Abfall in der behandelten

Langzeitgruppe und Cluster 9 einen Anstieg in der Langzeit der Kontrollgruppe.

64



6. Ergebnisse

6.10. IPA-Netzwerk-Analyse der K-means Cluster

Nach Erstellung der Cluster mit der Delta2D-Software (Decodon GmbH, Greifswald,
Germany) wurden die, den einzelnen Clustern zugeordneten Proteine jeweils mit
Hilfe der Software ,,JPA“ (Ingenuity Pathway Analysis, Ingenuity® Systems)
analysiert. Fiir diese IPA-Analysen wurden nur identifizierte Proteine aus den
einzelnen Clustern verwendet. Die Netzwerk-Analysen zeigen die zugrunde
liegenden molekularen Funktionen gleichartig exprimierter Proteinuntergruppen. Die
Ergebnisse des K-means-Clustering und der nachfolgenden IPA-Analyse

ermoglichen verschiedene Aussagen:

Als erstes kann visualisiert werden, welche Proteine sich iiber den Zeitverlauf
dhnlich verhalten. Im zweiten Schritt kann anhand der IPA-Analyse geklart werden,
welche Stoffwechselwege diesen Proteinen zugeordnet werden konnen. Aufgrund
der Darstellung der Expressionsprofile im Zeitverlauf lassen sich dann mit Hilfe der
zugeordneten Stoffwechselwege auch Aussagen dariiber treffen, welche Kurzzeit-
(0 — 1 h Kultivierung nach der Bestrahlung) und welche Langzeitfolgen (24 — 72 h
Kultivierung nach der Bestrahlung) sich nach der mUV/VIS-Bestrahlung

manifestieren.

Eine Zusammenstellung der IPA-Analysen der Cluster 1 bis 10 kann der Tab. 27,
S. 202 und Abb. 59, S. 206 entnommen werden. Als Beispiel sind im Cluster 4 und 7
Proteine zusammengefasst, die sich vor allem im Langzeitverlauf von den Kontrollen
unterscheiden. In diesen Clustern sind die Proteine der behandelten Gruppe im
Vergleich zur Kontrolle im Langzeitbereich von 24 bis 72 h reprimiert (Tab. 27,
S. 202 und Abb. 59, S. 206). Die IPA-Analyse ergab fiir diese Cluster in den Top
Tox Listen den Nrf2-Weg auf Rang 1. Bei den Zellfunktionen sind posttranslationale
Modifikationen (Rang 1 im Cluster 4 und Rang 2 Cluster 7), Apoptose oder
Uberleben der Zelle (Rang 2 Cluster 4) und Protein-Faltung (Rang 3 Cluster 4 und 7)
auf den ersten Ridngen. Die assoziierten Netzwerke sind bei beiden Clustern auf den

ersten beiden Réngen posttranslationale Modifikationen und Tumorerkrankungen.

65



6. Ergebnisse

Hierzu zeigt das Cluster 3 ein entgegengesetztes Verhalten im Vergleich zu Cluster 4
und 7. Im Cluster 3 finden sich in der mUV/VIS-behandelten Gruppe induzierte
Proteine im Bereich 24 — 72 h Kultivierung im Vergleich zur Kontrollgruppe mit
reprimierten Proteinen im Langzeitbereich. Die IPA-Analyse der 75 identifizierten
Proteine des Clusters zeigte die Netzwerke: Zellautbau und Zellorganisation,
Zellfunktionen und Zellaufrechterhaltung, Molekiiltransport sowie zellvermittelte
Immunreaktionen und Zellentwicklung. In der Liste der mollekuldren und zelluldren
Funktionen finden sich unter den ersten 3 Ringen: Zelltod oder Uberleben,
Zellbewegung sowie Zellwachstum und Proliferation. Unter den Top-Toxizitdten
sind aufgefiihrt: Mechanismen der Genregulation durch Peroxisomen-Proliferatoren

via PPAR-alpha, oxidativer Stress und der Nrf2-Pathway.
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6.11. Western Blot-Analyse

Neben Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) konnten als weitere wichtige
iibergeordnete Regulatoren p53 (Cellular tumor antigen p53) und E2F1
(Transcription factor E2F1) mittels [PA-Analyse ermittelt werden. AuBlerdem zeigten
die einzelnen Netzwerke der IPA-Analysen eine zentrale Rolle fiir ERK2/ERKI
(Mitogen-activated protein kinase 1 / Mitogen-activated protein kinase 3), MEKI
(Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1) und DDB1 (DNA
damage-binding protein 1). Es wurden fiir die, mittels IPA identifizierten
iibergeordneten Regulatoren Nrf2 und p53 sowie fir ERK2/ERK1, MEKI1 und
DDBI1 Western Blot-Analysen durchgefiihrt, da diese nicht mittels des DIGE-
Experimentes mit nachfolgender Massenspektrometrie identifiziert wurden. Die
Western Blot-Analysen wurden mit den gleichen Proteinextrakten durchgefiihrt,
welche im 2D-DIGE-Experiment verwendet wurden. Fiir den Zeitpunkt 48 h nach
4-miniitiger Bestrahlung reichte die Datenqualitit nicht aus, sodass diese Daten nicht
in dieser Arbeit enthalten sind. Eine Neuproduktion der Proben war nicht moglich,
da in der Zwischenzeit das Gerit nicht mehr zur Verfiigung stand und auch das Gerit
vom Hersteller verdndert wurde. Nach Durchfithrung der Western Blot-Analysen
folgten statistische Auswertungen mittels Image Quant Software. Aus den
Ergebnissen der Image Quant Analyse (Volumen der Banden dividiert durch den
Wert des Bildhintergrundes) konnte der Fold Change (x-fache Verdnderung im
Vergleich zur Kontrolle) berechnet werden (Formel zur Berechnung der Fold Change
Werte siehe Abb. 22, S. 67). Fold Change Werte kleiner als 1 wurden zur besseren
Anschaulichkeit als ihr negativer reziproker Wert angegeben.
[UV: BG,,]
[GAPDH_UV : BGpp 1]
[Co: BG,,]
[GAPDH_Co : BGgappy col

FC =

Abb. 22: Formel zur Berechnung der Fold Change Werte der Western Blot-Analysen
UV (Volumen der UV behandelten Bande), BGyy (berechneter Hintergrundwert der UV behandelten
Bande), GAPDH_UYV (Volumen der mit der UV-behandelten Gruppe assoziierten Bande des GAPDH
Standards), BGgarepu uv (berechneter Hintergrundwert der Bande des GAPDH Standards), Co
(Volumen der Bande der Kontrolle), BG¢, (berechneter Hintergrundwert der Bande der Kontrolle),
GAPDH_Co (Volumen der mit der Kontrolle assoziierten Bande des GAPDH Standards),
BGgarpu_co (berechneter Hintergrundwert der Bande des GAPDH Standards)

67



6. Ergebnisse

6.11.1. Western Blot-Analyse fiir Nrf2

Die Induktion des Nrf2-Pathways in Reaktion auf (photo-) oxidativen Stress ist
bereits mehrfach beschrieben [58-62]. Es lieBen sich jedoch nur Netzwerkpartner, die
in Beziehung zu Nrf2 stehen, nachweisen (vgl. Tab. 19, S. 54). Um den Einfluss der
mUV/VIS-Behandlung auf Nrf2 in S9-Epithelzellen dennoch direkt nachweisen zu

konnen, wurden Western Blot-Analysen mit Antikdrpern gegen Nrf2 (Nuclear factor

erythroid 2-related factor 2) durchgefiihrt.

Co|lUV|[Co|UV|Co|UV]|Co |UV]|Co|UV
dmin dmin dmin dmin dmin
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Abb. 23: Nrf2 Western Blot Banden 4 min Bestrahlung und 0 - 72 h Inkubation
Nrf2 Western Blot Banden fiir 4 min Bestrahlung und 0 — 72 h Inkubation. Erkennbar sind reduzierte

Nrf2-Level nach mUV/VIS-Bestrahlung im Vergleich zur Kontrolle.

Co|UV|Co|UV|Co|UV]Co|UV|Co|UV]|Co |UV
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24h 24h 48h 48h 72h 72h 24h 24h 48h 48h 72h 72h
gl [ — o f— — -
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Abb. 24: Nrf2 Western Blot Banden 2 und 6 min Bestrahlung und 24 - 72 h Inkubation
Nrf2 Western Blot Banden fiir 2 und 6 min Bestrahlung und 24 — 72 h Inkubation. Die Nrf2-Level

sind nach mUV/VIS-Bestrahlung im Vergleich zur Kontrolle reduziert nachweisbar.
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Zu allen analysierten Zeitpunkten sind im Vergleich zur Kontrolle Nrf2-Banden mit
geringerer Intensitdt erkennbar (Abb. 23, S. 68 und Abb. 24, S. 68). Quantitative
Bildanalysen mit Normalisierung gegen GAPDH bestitigen diesen Trend (Abb. 25,
S. 69 und Abb. 26, S. 70).

In der Abb. 25 auf S. 69 ist Nrf2 nach mUV/VIS-Bestrahlung im Vergleich zur
Kontrolle vermindert nachweisbar. Bei 4- und 6-miniitiger Bestrahlung ist Nrf2 mit
zunehmender Inkubationszeit und im Vergleich zur Kontrolle zunehmend reduziert
nachweisbar. Fiir die 4-miniitige Bestrahlungszeit wurden zusétzlich Analysen fiir
die Inkubationszeiten 0, 30 und 60 min durchgefiihrt (siche Abb. 26, S. 70). Hierbei
zeigt sich der Trend, dass Nrf2 im Zeitverlauf nach der Bestrahlung im Vergleich zur

Kontrolle zunehmend vermindert nachweisbar ist.
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Abb. 25: Nrf2 Fold Change Werte fiir 2, 4, 6 min Bestrahlung und 24 — 72 h Inkubation
Fold Change Werte der Image Quant Analyse der Western Blots fiir 2, 4 und 6 min Bestrahlung und
24 — 72 h Inkubation im Vergleich zur Kontrolle. Zu jedem der dargestellten Zeitpunkte nach der
mUV/VIS-Bestrahlung ist Nrf2 vermindert im Vergleich zur Kontrolle nachweisbar.
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Abb. 26: Nrf2 Fold Change Werte fiir 4 min Bestrahlung und 0 — 72 h Inkubation

Fold Change Werte der Image Quant Analyse der Western Blots fiir 4 min Bestrahlung und 0 — 72 h
Inkubation im Vergleich zur Kontrolle. Nrf2 ist nach mUV/VIS-Behandlung mit zunehmender
Inkubationszeit vermindert nachweisbar. Ausnahmen hiervon sind ein leicht positiver Wert fiir 4 min
Bestrahlung unmittelbar nach der Bestrahlung und ein kleinerer negativer Wert fiir 4 min Bestrahlung
und 1 h Inkubation.
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6.11.2. Western Blot-Analyse fiir DDB1

Nach Durchfithrung der Western Blot Experimente fiir DDB1 (Abb. 27, S. 71 und
Abb. 28, S. 71) konnten nach Auswertung mit der Image Quant Software Fold
Change Werte (x-fache Verdnderungen im Vergleich zur Kontrolle) errechnet

werden (Abb. 29 und Abb. 30, S. 72).

ColUV|Co|UV|Co|UV|Co|UV ]| Co | UV

dmin dmin dmin dmin 4dmin
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Abb. 27: DDB1 Western Blot Banden 4 min Bestrahlung und 0 - 72 h Inkubation

DDB1 Western Blot Banden fiir 4 min Bestrahlung und 0 — 72 h Inkubation. Initial ist DDB1 im
Vergleich zur Kontrolle vermindert und nach weiterer kurzer Inkubation, insbesondere 30 min nach
der Bestrahlung erhoht nachweisbar. Im Langzeitbereich (24 — 72 h Kultivierung nach der
Bestrahlung) ist es bei 24- und 72-stiindiger Inkubation im Vergleich zur Kontrolle vermindert
nachweisbar.
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Abb. 28: DDB1 Western Blot Banden 2 u. 6 min Bestrahlung sowi 24 - 72 h Inkubation
DDB1 Western Blot Banden der untersuchten Zeitpunkte 2 und 6 min Bestrahlung und 24 — 72 h
Inkubation. DDBI1 ist jeweils 48 h nach Bestrahlung leicht vermehrt und jeweils 24 h und
insbesondere 72 h nach Bestrahlung im Vergleich zur Kontrolle deutlich vermindert nachweisbar.
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Abb. 29: DDB1 Fold Change Werte fiir 2, 4 u. 6 min Bestrahlung u. 24-72 h Inkubation
Fold Change Werte der Image Quant Analyse der Western Blots fiir 2, 4 und 6 min Bestrahlung und
24 — 72 h Inkubation im Vergleich zur Kontrolle. 24 h nach Bestrahlung ist es im Vergleich zur
Kontrolle vermindert, nach 48 h leicht erhéht und nach 72 h erneut im Vergleich zur Kontrolle
weniger nachweisbar. Dieser Trend zeigt sich bei jeder Bestrahlungszeit.
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Abb. 30: DDB1 Fold Change Werte fiir 4 min Bestrahlung und 0 — 72 h Inkubation

Fold Change Werte der Image Quant Analyse der Western Blots fiir 4 min Bestrahlung und 0 — 72 h
Inkubation im Vergleich zur Kontrolle. Initial ist DDB1 im Vergleich zur Kontrolle vermindert und
nach weiterer Inkubation, besonders 30 min nach Bestrahlung erhoéht nachweisbar. Nach 24- und
72-stiindiger Inkubation ist es im Vergleich zur Kontrolle vermindert nachweisbar.
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Aus Abb. 29 auf S. 72 geht hervor, dass DDBI jeweils 24 h nach Bestrahlung
vermindert, bei 48 h erhdht und schlieBlich bei 72 h wieder vermindert im Vergleich
zur Kontrolle nachweisbar ist. Dabei zeigt sich eine Zunahme der negativen Werte
mit Zunahme der Bestrahlungszeit. Fiir die 4-miniitige Bestrahlungszeit wurden
zusiétzlich Analysen fiir die Inkubationszeiten 0, 30 und 60 min durchgefiihrt (siche
Abb. 30, S. 72). Bei diesen Inkubationszeiten zeigt sich DDBI initial vermindert und
bei 30 und 60 min Inkubation vermehrt im Vergleich zur Kontrolle nachweisbar mit

einem Maximum bei 30-miniitiger Inkubation.
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6.11.3. Western Blot-Analyse fiir E2F1

Nach Durchfiihrung der Western Blot Experimente fiir den Transkriptionsfaktor
E2F1 (Abb. 31, S. 74 und Abb. 32, S. 74) und Auswertung mittels Image Quant
Software konnten Fold Change Werte (x-fache Verdnderung im Vergleich zur

Kontrolle) errechnet werden (Abb. 33, S. 75 und Abb. 34, S. 76).

Co|UV|Co|UV|Co|UV]|Co|UV|Co|UV

4dmin dmin 4dmin dmin dmin
Oh Oh 0,5h 0,5h ih ih 24h 24h 72h 72h

E2F1

GAPDH

Abb. 31: E2F1 Western Blot Banden 4 min Bestrahlung und 0 - 72 h Inkubation
E2F1 Western Blot Banden fiir 4 min Bestrahlung und 0 — 72 h Inkubation. Zu den Zeitpunkten 1 h

und 72 h ist E2F1 vermehrt nachweisbar. 0 min, 30 min und 24 h nach Bestrahlung ist es vermindert
nachweisbar.
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Abb. 32: E2F1 Western Blot Banden 2 und 6 min Bestrahlung und 24 - 72 h Inkubation
E2F1 Western Blot Banden fiir 2 und 6 min Bestrahlung und 24-72 h Inkubation. Jeweils 24 h nach
Bestrahlung ist E2F1 vermindert nachweisbar. Ab dem Zeitpunkt 48 h nach Bestrahlung ist es jeweils
vermehrt nachweisbar. Zum Zeitpunkt 72 h nach 2-miniitiger Bestrahlung ist es wieder vermindert

nachweisbar, dagegen ist es nach 6-miniitiger Bestrahlung und nach 72 h Inkubation deutlich vermehrt
nachweisbar.
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Abb. 33: E2F1 Fold Change Werte fiir 2, 4 u. 6 min Bestrahlung u. 24 - 72 h Inkubation
Fold Change Werte der Image Quant Analyse der Western Blots fiir 2, 4 und 6 min Bestrahlung und
24 — 72 h Inkubation im Vergleich zur Kontrolle. Die Gruppierung der Daten erfolgte nach der
Bestrahlungszeit und innerhalb der Gruppierung erfolgte die Anordnung entsprechend der
Inkubationszeit. Jeweils 24 h nach Bestrahlung ist E2F1 vermindert, wogegen es nach ldngerer
Inkubationszeit erhoht nachweisbar ist. Bei 2-miniitiger Bestrahlung ist Nrf2 nach 72-stiindiger
Inkubation wieder vermindert nachweisbar. AuBerdem zeigt sich eine Zunahme der vermehrten
Nachweisbarkeit mit zunehmender Bestrahlungszeit.

E2F1 ist jeweils 24 h nach Bestrahlung vermindert und im weiteren Verlauf bei 48
und 72 h vermehrt nachweisbar (Abb. 33, S. 75). Jeweils 24 h nach Bestrahlung ist
E2F1 vermindert, wogegen es nach langerer Inkubationszeit erh6ht nachweisbar ist.
Bei der geringsten Dosis (2 min Bestrahlung) ist Nrf2 bei 72-stiindiger Inkubation
wieder vermindert nachweisbar. Mit Zunahme der Bestrahlungszeit zeigt sich auch

eine Zunahme der vermehrten Nachweisbarkeit.

Fir die 4-miniitige Bestrahlungszeit wurden zusdtzlich Analysen fiir die
Inkubationszeiten 0, 30 und 60 min durchgefiihrt (siche Abb. 34, S. 76). Bei diesen
Inkubationszeiten ist E2F1 von 0 bis 30 min nach Bestrahlung vermindert und nach
einer Stunde vermehrt nachweisbar. Nach 24 h ist es reduziert nachweisbar und bei

72 h nach Bestrahlung ist eine stark vermehrte Nachweisbarkeit zu erkennen.
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Abb. 34: E2F1 Fold Change Werte fiir 4 min Bestrahlung und 0 - 72 h Inkubation

E2F1 Fold Change Werte der Image Quant Analyse der Western Blots fiir 4 min Bestrahlung und
0 - 72 h Inkubation im Vergleich zur Kontrolle. Von 0 bis 30 min nach Bestrahlung ist E2F1
vermindert und nach einer Stunde vermehrt nachweisbar. Nach 24 h ist es reduziert nachweisbar und
bei 72 h nach Bestrahlung ist es stark vermehrt nachweisbar.
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6.11.4. Western Blot-Analyse fiir ERK2(ERK1)

Nach Auswertung der ERK2(ERK1) Western Blot Banden (Abb. 35, S. 77 und Abb.
36, S. 77) mittels Image Quant Software konnten Fold Change Werte (x-fache
Verdnderung im Vergleich zur Kontrolle) errechnet werden (Abb. 37, S. 78 und Abb.
38,S.79).

ColUV|Co|UV|Co|UV|Co|UV ]| Co | UV
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Abb. 35: ERK2(ERK1) Western Blot Banden 4 min Bestrahlung u. 0 - 72 h Inkubation
ERK2 (ERK1) 42/44 kDa Western Blot Banden fiir 4 min Bestrahlung und 0 — 72 h Inkubation. Im
Kurzzeitbereich 0 — 1 h nach Bestrahlung ist ERK2(ERK1) mit zunehmender Inkubationszeit
zunehmend vermindert im Vergleich zur Kontrolle nachweisbar. Im Langzeitbereich 24 — 72 h ist
ERK2(ERK1) mit zunehmender Inkubationszeit zunehmend vermindert im Vergleich zur Kontrolle
nachweisbar.
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Abb. 36: ERK2(ERK1) Western Blot 2 u. 6 min Bestrahlung u. 24 - 72 h Inkubation
ERK2 (ERK1) 42/44 kDa Western Blot Banden fiir 2 und 6 min Bestrahlung und 24 — 72 h
Inkubation. ERK2(ERK1) ist jeweils 24 und 48 h nach 2- und 6-miniitiger Bestrahlung im Vergleich
zur Kontrolle vermehrt nachweisbar. Jeweils 72 h nach der Bestrahlung ist ERK2(ERK1) im
Vergleich zur Kontrolle vermindert nachweisbar.
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ERK2(ERK1)
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Abb. 37: ERK2(ERK1) Fold Change Werte: 2,4,6 min Bestrahlung, 24-72 h Inkubation
Fold Change Werte der Image Quant Analyse der Western Blots fiir 2, 4 und 6 min Bestrahlung und
24 — 72 h Inkubation im Vergleich zur Kontrolle. Gruppiert sind die Daten nach Bestrahlungszeit und
innerhalb der Gruppierung erfolgte die Anordnung der Ergebnisse entsprechend der Inkubationszeit.
Bei 2- und 6-miniitiger Bestrahlung sind ERK2(ERK1) fiir die 24- und 48-stiindige Inkubation erhoht
nachweisbar, wihrend sie 72 h nach Bestrahlung vermindert nachweisbar sind. Bei 4-miniitiger
Bestrahlung zeigt sich 24 und 72 h nach Bestrahlung eine verminderte Nachweisbarkeit. Zu jeder
Bestrahlungszeit sind ERK2(ERK1) nach 72-stiindiger Inkubation vermindert nachweisbar.

In Abb. 37 auf S. 78 ist ersichtlich, dass ERK2(ERKI1) bei 2 und 6 min Bestrahlung
fiir die 24 und 48 h Inkubation erhoht nachweisbar sind, wiahrend sie 72 h nach
Bestrahlung vermindert nachweisbar sind. Bei 4-miniitiger Bestrahlung zeigt sich 24
und 72 h nach Bestrahlung eine verminderte Nachweisbarkeit. Die 2- und die 6-
miniitige Bestrahlung lassen ein dhnliches Muster erkennen, denn sie zeigen fiir 24
und 48 h eine erhdhte und bei 72 h eine verminderte Nachweisbarkeit. Zu jeder
Bestrahlungszeit sind ERK2(ERK1) nach 72-stiindiger Inkubation vermindert

nachweisbar.

Fiir die 4-miniitige Bestrahlungszeit wurden auch Analysen fiir die Inkubationszeiten
0, 30 und 60 min durchgefiihrt (sieche Abb. 38, S. 79). Fiir diese zusitzlichen
Inkubationszeiten zeigt sich ERK2(ERK1) in Reaktion auf eine mUV/VIS-

Bestrahlung zu jeder untersuchten Inkubationszeit reduziert nachweisbar.
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Abb. 38: ERK2(ERK1) Fold Change Werte fiir 4 min Bestrahlung u. 0-72 h Inkubation
Fold Change Werte der Image Quant Analyse der Western Blots fiir 4 min Bestrahlung und 0 — 72 h
Inkubation im Vergleich zur Kontrolle. ERK2(ERK1) ist in Reaktion auf eine mUV/VIS-Bestrahlung

zu jeder untersuchten Inkubationszeit reduziert nachweisbar.
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6.11.5. Western Blot-Analyse fiir MEK1 (MP2K1)

Nach Durchfiihrung der MEK1 Western Blot Experimente (Abb. 39, S. 80 und Abb.
40, S. 80) konnten nach Auswertung mit der Image Quant Software Fold Change
Werte errechnet werden (Abb. 41, S. 81 und Abb. 42, S. 82).
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Abb. 39: MEK1 Western Blot Banden 4 min Bestrahlung und 0 — 72 h Inkubation
Western Blot Banden fiir 4 min Bestrahlung und 0 — 72 h Inkubation im Vergleich zur Kontrolle.
MEKI1 ist im Kurzzeitbereich und noch bei 24 h Inkubation im Vergleich zur Kontrolle vermindert
nachweisbar. Bei 72 h nach Bestrahlung ist MEK1 leicht erhoht nachweisbar.
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Abb. 40: MEK1 Western Blot Banden 2 u. 6 min Bestrahlung und 24 - 72 h Inkubation
Western Blot Banden nach 2- und 6-miniitiger Bestrahlung und weiterer Inkubation fiir 24 — 72 h.
Nach 2 und 4 min Bestrahlung ist MEK1 nach 24 h Inkubation im Vergleich zur Kontrolle vermindert
und nach weiterer Inkubation erhoht nachweisbar. Nach 6 min Bestrahlung ist MEK1 nach 24 - 72 h
Inkubation im Vergleich zur Kontrolle vermindert nachweisbar.
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Abb. 41: MEKI1 Fold Change Werte fiir 2, 4, 6 min Bestrahlung u. 24 - 72 h Inkubation
Fold Change Werte der Image Quant Analyse der Western Blots fiir 2, 4, 6 min Bestrahlung und
24 - 72 h Inkubation im Vergleich zur Kontrolle. Gruppiert sind die Daten nach der Bestrahlungszeit.
Innerhalb der Gruppen erfolgte die Anordnung entsprechend der Inkubationszeit. Nach 2 und 4 min
Bestrahlung ist MEK1 nach 24 h Inkubation im Vergleich zur Kontrolle vermindert und nach weiterer
Inkubation erhoht nachweisbar. Nach 6 min Bestrahlung ist MEK1 nach 24 - 72 h Inkubation im
Vergleich zur Kontrolle vermindert nachweisbar.

Die Abb. 41 auf S. 81 zeigt MEKI nach 2 und 4 min Bestrahlung und 24 h
Inkubation vermindert und nach weiterer Inkubation erhéht nachweisbar. Nach 6 min

Bestrahlung und 24 - 72 h Inkubation ist MEK1 vermindert nachweisbar.

Fir die 4-miniitige Bestrahlungszeit wurden zusdtzlich Analysen fiir die
Inkubationszeiten 0, 30 und 60 min durchgefiihrt (Abb. 42, S. 82). Hier zeigt sich
MEKI1 im Kurzzeitbereich und noch nach 24 h Inkubation vermindert aber nach 72 h

Inkubation erhoht nachweisbar.
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Abb. 42: MEK1 Fold Change Werte fiir 4 min Bestrahlung und 0 - 72 h Inkubation
Fold Change Werte der Image Quant Analyse der Western Blots fiir 4 min Bestrahlung und 0 — 72 h
Inkubation im Vergleich zur Kontrolle. MEK1 ist im Kurzzeitbereich und noch bei 24 h Inkubation
im Vergleich zur Kontrolle vermindert nachweisbar. 72 h nach Bestrahlung ist MEK1 im Vergleich
zur Kontrolle leicht erh6ht nachweisbar.
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6. Ergebnisse

6.11.6. Western Blot-Analyse fiir pS3 (Synonym TP53)

Nach Auswertung der p53 Western Blot Banden (Abb. 43, S. 83 und Abb. 44, S. 83)
mittels Image Quant Software, konnten Fold Change Werte (x-fache Verdnderung im

Vergleich zur Kontrolle) errechnet werden (Abb. 45, S. 85 und Abb. 46, S. 85).

Co|UV|Co|UV|Co|UV]|Co|UV|Co | UV

4dmin 4dmin 4dmin dmin dmin
Oh Oh 0,5h 0,5h ih ih 24h 24h 72h 72h

—REaE =
- -

p53 a) b)
" I!!ii

GAPDH
y

[~

Abb. 43: p53 Western Blot Banden 4 min Bestrahlung und 0 - 72 h Inkubation

p53 Western Blot Banden fiir 4 min Bestrahlung und 0-72 h Inkubation. Fiir p53 konnten 2 Banden
detektiert werden (a und b), die getrennt voneinander analysiert wurden. pS3 a) zeigt die 53 kDa
Bande und p53 b) die unmittelbar dariiber liegende Bande. Mit Ausnahme von 4min_1h ist pS3 im
Vergleich zur Kontrolle fiir beide Banden vermehrt nachweisbar.
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Abb. 44: p53 Western Blot Banden 2 und 6 min Bestrahlung und 24 - 72 h Inkubation
p53 Western Blot Banden fiir 2 und 6 min Bestrahlung und 24 — 72 h Inkubation. p53 a) représentiert
die untere (53 kDa) Bande und p53 b) die unmittelbar dariiber liegende Bande. Beide Banden wurden
getrennt voneinander analysiert. p53 a) zeigt mit Ausnahme von 2min 72h und 6min 72h eine
vermehrte Nachweisbarkeit. In p53 b) ist pS3 bei 2-miniitiger Bestrahlung von 48-72 h vermindert
und fiir die lbrigen Bestrahlungs- und Inkubationszeiten im Vergleich zur Kontrolle vermehrt
nachweisbar.
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6. Ergebnisse

Die Abb. 45 p53 a) auf S. 85 zeigt p53 in Reaktion auf 2 min mUV/VIS-Bestrahlung
und nach 24 und 48 h Inkubation zuerst erhéht und nach 72 h vermindert
nachweisbar. Nach 4 und 6 min Bestrahlung ist p53 vermehrt nachweisbar, mit
einem Maximum bei 6 min Bestrahlung und 24 h Inkubation. Nach 6 min
Bestrahlung und 72 h Inkubation ist p53 leicht vermindert nachweisbar. Ein
dhnliches Verhalten zeigt auch die etwas {liber 53 kDa liegende Bande (p53 b)) mit
Ausnahme der 2-miniitigen Bestrahlung und 48 — 72 h Inkubation, wo es vermindert
nachweisbar ist. Auflerdem ist es in p53 b) bei 6 min Bestrahlung und 72 h
Inkubation erhdht. Zusidtzlich wurden fiir 4 min Bestrahlung Analysen fiir 0, 30 und
60 min Inkubation erstellt (Abb. 46, S. 85). In diesen zusitzlichen Analysen ist p53
in p53 a) und b) erhdht nachweisbar. Ausnahme davon ist die Bedingung 4min_1h,
denn hier ist p53 jeweils vermindert nachweisbar. Anhand der Analysen ist ableitbar,
dass p53 24 — 48 h nach Bestrahlung induziert und nach 72 h wieder reprimiert wird.
Es kann davon ausgegangen werden, dass besonders hohere mUV/VIS-Dosen p53
induzieren. Hierbei ist eine Dosisabhdngigkeit anzunehmen, denn bei der hdochsten
Bestrahlungsdauer des Experimentes (6 min) zeigt sich auch die stirkste Induktion

von p53 (Abb. 45, S. 85).
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Abb. 45: p53 Fold Change Werte fiir 2,4,6 min Bestrahlung und 24 - 72 h Inkubation
Fold Change Werte der Image Quant Analyse der Western Blots fiir 2, 4 und 6 min Bestrahlung und
24 — 72 h Inkubation im Vergleich zur Kontrolle. pS3 a) représentiert die untere (53 kDa) Bande und
p53 b) die unmittelbar dariiber liegende Bande. Abbildung p53 a) zeigt mit Ausnahme von 2min_72h
und 6min_72h eine vermehrte Nachweisbarkeit. Dabei zeigt sich auch eine Zunahme mit steigender
Bestrahlungszeit. In pS53 b) ist p53 bei 2-miniitiger Bestrahlung von 48 — 72 h vermindert und fiir die
tibrigen Bestrahlungs- und Inkubationszeiten vermehrt nachweisbar. Am stirksten erhoht ist die
Nachweisbarkeit bei 6-miniitiger Bestrahlung.
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Abb. 46: p53 Fold Change Werte fiir 4 min Bestrahlung und 0 - 72 h Inkubation

Fold Change Werte der Image Quant Analyse der pS3 Western Blots fiir 4 min Bestrahlung und
0 - 72 h Inkubation im Vergleich zur Kontrolle. Wegen zu geringer Proteinkonzentrationen liegt kein
Western Blot fiir 4min_48h vor. Die Darstellung p53 a) représentiert die 53 kDa Bande und p53 b) die
unmittelbar dariiber liegende Bande. Mit Ausnahme von 4min_1h ist p53 im Vergleich zur Kontrolle
vermehrt nachweisbar.
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7. Diskussion

7. Diskussion

7.1. Die meisten Veranderungen im Proteom werden

24 — 72 h nach mUV/VIS-Bestrahlung induziert

Tab. 20 auf S. 87 fasst mdgliche Effekte der mUV/VIS-Behandlung auf humane
Epithelzellen, besonders fiir die Reaktion auf oxidativen Stress, zusammen und
kombiniert sie mit detektierten und signifikant verdnderten Proteinen des 2D-DIGE-
Experiments. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bereits im Zeitraum
0 - 60 min nach der mUV/VIS-Bestrahlung Verdnderungen im Proteom von
S9-Epithelzellen induziert werden. Die meisten Verdnderungen lieen sich jedoch im
Bereich 24 bis 72 h nach der mUV/VIS-Bestrahlung nachweisen. Dieses Muster ldsst
sich anhand der Anzahl signifikant verdnderter Proteine zu den jeweiligen
Zeitpunkten darstellen und mittels Venn-Diagrammen oder Voronoi-Treemaps
weiter verdeutlichen. Die Hauptkomponentenanalyse (Principle component analysis,
PCA, Abb. 12, S. 47) bestitigt neben der guten Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
auch, dass sich der Behandlungseffekt im Beobachtungszeitraum 24 bis 72 h starker

als im Bereich 0 - 60 min nach der Bestrahlung manifestiert.

Eine dhnliche Kinetik beschrieben z. B. Lu und Lane (1993) fiir p53 in Fibroblasten
mit einer Induktion im Zeitverlauf nach der Exposition gegeniiber UV-Strahlung, die
nach 12 h ein Plateau erreicht und fiir mindestens 30 h erhoht ist [63]. Mitchell et al.
(2010) untersuchten in Proben menschlicher Nasenschleimhaut die Level der
Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere (CPDs) und die Level der 6-4 Photoprodukte
(6-4 PPs) nach UV-Exposition [32]. Nach der Bestrahlung kommt es zu einem
starken Anstieg der CPD- und 6-4 PP-Level [32]. Sowohl die CPD- als auch 6-4 PP-
Level sind nach 24 h zu 60 — 70 % wieder reduziert, nach 48 h und 72 h weiter
reduziert und schlielich nach 72 h fast vollstindig wieder auf dem Normalwert [32].
Diese Reduktion direkter DNA-Schéden tiber 24 bis 72 h nach der UV-Bestrahlung
spiegelt die Induktion der Reparaturmechanismen wider, welche in diesem Zeitraum

induziert sind und im Rahmen der vorliegenden Arbeit bestdtigt werden konnten.
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Maégliche Folgen durch mUV/VIS

Tab. 20
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7. Diskussion

7.2. mUV/VIS induziert oxidativen Stress

Neben direkten DNA-Schidden ist die Induktion reaktiver Sauerstoffspezies ein
weiterer Wirkmechanismus einer UV-Bestrahlung [30, 42]. In mehreren Arbeiten
konnte die Induktion reaktiver Sauerstoffspezies durch UV-Bestrahlungen gezeigt
werden [64-67]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestitigen, dass die
mUV/VIS-Behandlung mit zunehmender Menge an intrazelluldren reaktiven
Sauerstoff- (ROS) und Stickstoffspezies oxidativen Stress und die sich hieraus
ergebenen zelluldren Reaktionen induziert. Mogliche Folgen des oxidativen Stresses
sind direkte Modifikationen und Schidigungen von Proteinen durch die Entstehung
und Akkumulation von ROS. Die mittels [IPA-Analyse nachgewiesenen Reaktionen
auf Schéadigungen, die ROS in Zellorganellen und zelluldren Strukturen hervorrufen,
wie die Hitzeschockprotein-Interaktionen, DNA-Reparatur-Mechanismen oder
Apoptose (sieche Tab. 26, S. 197; Tab. 24, S. 195 und Tab. 27, S. 202), bestitigen
zusitzlich die Induktion oxidativen Stresses, wobei besonders die Nrf2-vermittelte

oxidative Stressreaktion (sieche S. 89 ff.) hervorzuheben ist.
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7. Diskussion

7.2.1. Aktivierung des ,,Nrf2-mediated oxidative stress
response*

Die IPA-Analysen zeigen Nrf2 als einen zentralen Regulator. Nrf2 selber konnte
nicht mittels 2D-DIGE Experimenten und anschlieBender Massenspektrometrie
identifiziert werden sondern nur zu Nrf2 in Beziehung stehende Netzwerkpartner
(siche Abb. 47, S. 90). Durch Western Blot Analysen konnten reduzierte Nrf2-Level
nach mUV/VIS-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle und zu allen analysierten

Zeitpunkten nachgewiesen werden.

Reduzierte zytosolische Nrf2-Level sind eine physiologische zelluldre Reaktion auf
oxidativen Stress. Nrf2 dissoziiert in Reaktion auf oxidativen Stress von seinem
zytosolischen Inhibitor KEAP und transloziert daraufhin in den Zellkern [61, 68, 69],
wo es aufgrund der Lokalisation im Rahmen der durchgefiihrten Experimente nicht
mehr detektiert werden konnte (vgl. Abb. 48, S. 91). Im Nukleus bindet Nrf2 an
spezifische ARE-Regionen (Antioxidant Response Element) in der Promoter-Region
der Ziel-Gene und aktiviert die Transkription der nachgeschalteten Gene [61, 69, 70].
Produkte dieser Gene wie Thioredoxine oder Thioredoxinreduktasen, z.B. TRXR1
[70] haben anti-inflammatorische Eigenschaften und sind bedeutend fiir die Reaktion

auf intrazelluldren Stress.

Zusammenfassend bestitigt die mittels Western-Blot nachgewiesene Reduktion des
zytosolischen Nrf2 nach mUV/VIS-Behandlung das Auftreten von intrazellulirem
oxidativen Stress sowie die nachfolgende zellulire Reaktion {iber den ,Nrf2-
mediated Oxidative Stress Response®. Die in dieser Arbeit nachgewiesene Induktion
des Nrf2-Pathways steht im Einklang mit der durch Marrot et al. (2008)
beschriebenen Induktion des Nrf2-Pathways in menschlichen Keratinozyten und

Melanozyten nach UV-Bestrahlung (300 — 400 nm) [59].
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Abb. 47: ,,Nrf2-mediated oxidative stress response“ Pathway 0 min Inkubation
Nrf2-Pathway 0 min Inkubation nach 4 min Bestrahlung (Ingenuity Pathway Analysis, Ingenuity®
Systems). Rot zeigt induzierte und griin reprimierte Proteine. Eine Reduktion des zytosolischen Nrf2
wurde mittels Western Blot Analyse bestatigt.
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Abb. 48: Schema einer mUV/VIS-Zellstimulation via Nrf2

Die durch mUV/VIS Bestrahlung generierten ROS initiieren eine Stressantwort, die iiber Nrf2
vermittelt wird. Die Bestrahlung erzeugt iiber reaktive Sauerstoffspezies (ROS) oxidativen Stress. In
Reaktion auf oxidativen Stress dissoziiert Nrf2 von seinem zytosolischen Inhibitor KEAP1 und
transloziert daraufhin in den Nukleus. Dort bindet es an die DNA iiber spezifische ARE (Antioxidant
Response Element). Diese ARE-Regionen finden sich in vorgeschalteten Regionen verschiedener
spezifischer antioxidativer Gene. Die Bindung des Nrf2 an ARE-Regionen aktiviert die Transkription
nachgeschalteter Gene. Produkte dieser Gene wie Thioredoxine oder Thioredoxinreduktasen,
z.B. TRXR1, haben anti-inflammatorische Eigenschaften und tragen zur Kontrolle des intrazelluldren

Stress bei.
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7.2.2. Zellulare Reaktionen tiber Peroxisomen

Die IPA-Analyse signifikant verdnderter Proteine mit 2, 4 und 6 min Bestrahlung
und weiterer Kultivierung fiir 24, 48 und 72 h (vgl. Tab. 26, S. 197) zeigt in den
,»lop Tox Lists“ neben dem ,Nrf2-mediated Oxidative Stress Response™ den
,Mechanism of Gene Regulation by Peroxisome Proliferation via PPARa* als einen
weiteren wichtigen zelluldren Mechanismus bei der Reaktion auf oxidativen Stress.
In der o. g. Analyse befindet sich dieser Mechanismus bei 2 min Bestrahlung auf
Rang 2 (48 h) und Rang 4 (72 h). Bei 4 min Bestrahlug ist er auf Rang 2 (24 h),
Rang 3 (48 h) und Rang 2 (72 h). Bei 6-miniitiger Bestrahlung befindet er sich auf
Rang 5 (24 h) und Rang 4 (48 und 72 h). Auch die IPA-Analyse des Cluster 3 (Tab.
27, S. 202 und Abb. 59, S. 206) zeigt neben ,,Oxidative Stress* und ,,Nrf2-mediated
Oxidative Stress Response® auf Rang 2 und 3 auch auf Rang 1 die Aktivierung der
Peroxisomen-Proliferatoren tiber PPAR-alpha als einen weiteren Mechanismus zur

Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies.

Peroxisomen sind Zellorganellen mit Enzymen zur Bildung und Entgiftung reaktiver
Sauerstoffspezies sowie fiir den Cholesterin- und Lipidmetabolismus [71, 72]. Die
Funktion der Peroxisomen-Proliferatoren wird durch spezifische Rezeptoren, die
PPAR genannt werden, vermittelt [72]. PPARs beeinflussen die Expression
verschiedener Zielgene, die wiederum in Zellproliferation, Zelldifferenzierung sowie
Immun- und Entziindungsreaktionen involviert sind [73]. Es sind 3 PPAR-Subtypen
(alpha, beta/delta, und gamma) beschrieben [73]. PPAR-alpha ist ein nukledrer
Transkriptionsfaktor [73]. Fiir die Peroxisomen sind in verschiedenen Arbeiten
wichtige Funktionen wie die Produktion und der Abbau reaktiver Sauerstoffspezies
und die Aufrechterhaltung des oxidativen zelluliren Gleichgewichtes [71, 72]
aufgefiihrt. Eine gesteigerte Peroxisomenproliferation in Reaktion auf UV-
induzierten oxidativen Stress wurde beschrieben [74] und ist in dieser Arbeit

bestétigt worden.
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7.2.3. mUV/VIS und Hitzeschockprotein-Interaktionen

In dieser Arbeit konnte eine signifikant verdnderte Expression mehrerer
Hitzeschockproteine nachgewiesen werden. Fiir die folgenden Hitzeschockproteine
wurde eine Induktion in Reaktion auf eine mUV/VIS-Behandlung nachgewiesen:

HSP90AAT1, HSP90B1, HSP71, HSPAS und HSPB1 (vgl. Tab. 23, S. 170).

Als Beispiel sei das Hitzeschockprotein HSPB1 genannt, welches der zelluldren
Stressresistenz dient und z. B. in Reaktion auf Hitzeschock, UV oder ROS induziert
wird [75]. Es wird durch MAPKAPK2 und MAPKAPK3 in Reaktion auf Stress
phosphoryliert [75]. Eine signifikante Induktion zeigt sich 30 min und 60 min sowie
24 h nach der Bestrahlung. Zu den Zeitpunkten 0 min, 48 h und 72 h ist es auch
induziert, jedoch nicht signifikant (vgl. Tab. 21, S. 93).

HSPB1 0 min 30 min 60 min 24 h 48 h 72 h
Fold Change| 1,1722628 | 1,6272295 | 1,589842 | 1,6040239 | 1,1359578 | 1,1681545

Tab. 21: HSPB1 Fold Change Werte fiir 4 min Bestrahlung
Jeweilige Fold Change Werte (x-fache Verdnderung im Vergleich zur Kontrolle) fiir das
Hitzeschockprotein HSPB1. Abstufungen von Rot verdeutlichen eine verstirkte Expression.

Die Induktion der o. g. Hitzeschockproteine stiitzt z. B. die Ergebnisse von
Marionnet et al. (2014), die in einem in vitro Modell menschlicher Haut
(Keratinozyten- und Fibroblasten) nach UVAl-Bestrahlung eine Induktion von
Hitzeschockproteinen [z. B. DNAJB1, DNAJB9 (HSP40 Familie), HSPAIA
(= HSP72), HSPA1B, HSPA6 (HSP70 Familie), HSPB8 und HMOX1] zeigten [76].
Zhou et al. (1998) zeigten nach UV-Behandlung von Keratinozyten eine Induktion
des Hitzeschockproteins HSP72 [77]. Normalerweise sind Hitzeschockproteine an
der korrekten Faltung und Reifung von Proteinen beteiligt. Bei zelluldrem Stress
unterstiitzen sie andere Proteine bei der Erhaltung der Sekundérstruktur um sie vor
der Denaturierung zu schiitzen oder sie beschleunigen den proteasomalen Abbau

nicht mehr funktionsféhiger Proteine [78, 79].
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Zusammenfassend bestitigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die Induktion
von Hitzeschockproteinen nach einer mUV/VIS-Bestrahlung. Die Induktion von
Hitzeschockproteinen ist eine physiologische und protektive zelluldre Stress-
Reaktion, welche die zelluldren Proteine der respiratorischen S9-Epithelzellen vor

mUV/VIS-induzierten oxidativen Stress und direkten UV-Schiden schiitzt.
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7.2.4. mUV/VIS aktiviert das Thioredoxin-System

Die Thioredoxinreduktase 1 (TRXR1) ist im Vergleich zur Kontrolle von 0 — 30 min
reprimiert und im Langzeitbereich von 24 — 72 h induziert (vgl. Tab. 22, S. 150; Tab.
23, S. 170 und Abb. 49, S. 95). Thioredoxin selber wurde im Rahmen der

durchgefiihrten Experimente und Analysen nicht identifiziert.

Spot Album

Fold Change} -1,2367085

Abb. 49: TRXR1 Spot Album u. dazugehoérige Fold Change Werte, 4 min Bestrahlung
TRXRI1 Spot Album und Fold Change Werte (x-fache Verdnderung im Vergleich zur Kontrolle). Das
Spot Album wurde mittels Delta2D Software erstellt. Griine Spots zeigen reprimierte und rote Spots
induzierte Proteine. TRXR1 ist nach 0 — 60 min reprimiert nach 24 — 72 h zunehmend induziert.

Zur Detoxifikation mUV/VIS-induzierter reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) wird das
Thioredoxin-System aktiviert. Thioredoxin wird oxidiert und durch die
Thioredoxinreduktase wieder reduziert [80]. Es wird auBler zur ROS-Detoxifikation
auch zur Reduktion der Ribonucleotidreduktase benoétigt, welche die Reduktion von
Ribonucleotiden zu 2-Desoxyribonucleotiden katalysiert [80]. Diese Reduktion stellt

eine Stufe in der Biosynthese von DNA-Vorstufen dar.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine Induktion der Thioredoxinreduktase 1. Eine
erhohte Expression der Thioredoxinreduktase 1 wurde auch im Rahmen
verschiedener Tumorerkrankungen gefunden [80-85]. Nach Cadenas et al. (2010) ist
eine erhohte TRXRI1-Expression mit dem Mammakarzinom assoziiert [82].
Lincoln et al. (2010) zeigten eine erhohte Expression von Thioredoxin und der
Thioredoxinreduktase 1 in Schilddriisenkarziomzellen im Vergleich zum normalen
Schilddriisengewebe [83]. Schallreuter et al. (1991) sowie Cassidy et al. (2015)
zeigten eine induzierte Thioredoxinreduktase in Melanomzellen [81, 85].
Zhuetal. (2011) fanden eine hohere Expression von Thioredoxin und der
Thioredoxinreduktase 1 in Plattenepithelkarzinomzellen der Zunge im Vergleich zur

gesunden Schleimhaut [84].
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Zusammenfassend bestitigen die Ergebnisse dieser Arbeit die UV-induzierte erhohte
Expression der Thioredoxinreduktase zur Detoxifikation mUV/VIS-induzierter
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) durch das Thioredoxin-System [86]. Dariiber
hinaus kann davon ausgegangen werden, dass die Synthese von
Desoxyribonukleotiden beeinflusst ist, da Thioredoxin zur ROS-Detoxifikation nach
mUV/VIS-Bestrahlung benétigt wird und daher nicht mehr in ausreichenden Mengen
fiir die Reduktion der Ribonukleotidreduktase zur Verfligung stehen kann und dies
besonders im Kurzzeitbereich. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist, dass die in dieser
Arbeit nachgewiesene Induktion der Thioredoxinreduktase 1 mit verschiedenen

Tumorerkrankungen assoziiert ist.
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7.3. MEK1 und ERK2(ERK1)

MEKI1 (,,Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1°) ist nach mUV/VIS-
Bestrahlung im Vergleich zur Kontrolle im Zytosol vermindert (Abb. 41, S. 81 und
Abb. 42, S. 82). ERK2/ERK1 (Mitogen-activated protein kinase 1 und 3) sind nach
4 min Bestrahlung und 0 — 72 h Inkubation im Zytosol vermindert (Abb. 38, S. 79).
Nach 2 und 6 min Bestrahlung sind sie 24 und 48 h nach Bestrahlung induziert und
nach 72 h vermindert nachweisbar (siche Abb. 37, S. 78).

Die MAP-Kinasen dienen dem Schutz der Epidermis gegeniiber UV-induzierten
Schiaden und/oder Tumorgenese durch Forderung von Reaktionen wie z. B.
Zellzyklusarrest, Apoptose und Entziindung des betroffenen Gewebes [87]. Unter
physiologischen Bedingungen sind die MAPK in die Regulation verschiedener
zelluldrer und den Organismus betreffenden Funktionen wie z. B. Zellwachstum,
Zellentwicklung, Zelldifferenzierung und den programmierten Zelltod involviert [87,
88]. MEK1 ist auch unter normalen Bedingungen im Nukleus lokalisiert, transloziert
aber wegen seines N-terminalen NES (nukledres Exportsignal) wieder schnell ins
Zytoplasma [89]. Dies fiihrt zur fast ausschlieBlich zytoplasmatischen Lokalisation.
Nach Stimulation verschiebt sich das Gleichgewicht zugunsten der nukledren
Lokalisation. MEK1 und ERK2/ERK1 sind wichtige Bestandteile des MAP-Kinase
Signaltransduktions-Pathways [89, 90]. MEK1 wird in Reaktion auf zelluldren Stress
(reaktive Sauerstoffspezies, UV) phosphoryliert und aktiviert die weitere MAP-
Kinase-Kaskade durch Phosphorylierung von ERK2/ERK1 [89-91]. Die aktivierten
MAP-Kinasen akkumulieren im Nukleus und phosphorylieren nukledre
Transkriptionsfaktoren [89, 90]. Die nukledre Akkumulation von MEK1 kann eine
Hyperaktivierung von ERKI1/2 bedingen und dies fithrt zu beschleunigter
Proliferation, Zelltransformation, Polyploidisierung und begiinstigt Tumorgenese
[90, 92]. Nukleér lokalisiertes MEK1 und ERK2(ERK1) sind fiir die verwendeten
Untersuchungsmethoden nicht zuginglich. Daher bestdtigt die in dieser Arbeit
nachgewiesene verminderte zytosolische Nachweisbarkeit von MEKI1 und

ERK2(ERK1) deren Translokation in den Nukleus.
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Hildesheim und Fornace (2004) betonen die Rolle des MAPK-Signalweges beim
Schutz der Epidermis gegeniiber UV-induzierter Schdden aufgrund seiner Bedeutung
in der Beeinflussung der Expression und Aktivitét zentraler Tumorsuppressoren und
Onkogenen, welche hdufig in Hauttumoren mutiert sind oder deren Expression
verdndert ist, wie z. B. p53 [87]. Sie identifizierten den Tumorsuppressor p53 als
einen wesentlicher Faktor zum Schutz der Keratinozyten gegeniiber UV-induzierter
Schéadigungen. Fiir die ERK1/2 wurde gezeigt, dass sie p53 als Ziel haben, es
phosphorylieren und dadurch dessen Stabilitdit und Aktivitdt steigern [87, 91].
Erhohte zytosolische p53-Level wurden in dieser Arbeit bestétigt.

Simon et al. (1999) zeigten eine verminderte Invasivitit plattenepithelialer Kopf- und
Halstumoren aufgrund der reduzierten ERKI/ERK2-Aktividit durch einen
ERK1/ERK2-Inhibitor [93]. In der vorliegenden Arbeit ist ERK1/ERK2 bei 4 min
Bestrahlung und 0 — 72 h Inkubation im Vergleich zur Kontrolle vermindert
nachweisbar. Auch Yang et al. (2014) zeigten einen protektiven Effekt der
Hemmung der ERK1/2-Aktividt gegeniiber der UV-induzierten Entstehung von
Hauttumoren [94]. Dies unterstreicht weiter die tumorprotektive Wirkung der
Hemmung von ERKI1/2. Dieser Mechanismus kann als eine mogliche
tumorprotektive Anpassungsreaktion der Zelle auf die mUV/VIS-Behandlung

angesehen werden.

Garavello et al. (2010) zeigten in plattenepithelialen Kopf- und Halstumoren
(HNSCC) eine signifikante Minderung der Aktivierung bzw. Phosphorylierung von
ERK2 im Vergleich zu normalem Gewebe und eine statistisch signifikante Erh6hung
der Aktivitit der Matrixmetalloproteinase MMP2 [95]. Aufgrund ihrer Féahigkeit, die
Basallamina und extrazelluldre Matrix abzubauen, besitzen Matrixmetalloproteinasen
eine Schliisselrolle bei der Invasivitit von Tumoren [95]. Eine Uberexpression und
die anomale Aktivitit von MMPs, speziell von MMP2 und MMP9, wihrend der
Entwicklung und des Wachstums von HNSCC sind berichtet worden [95]. Auf eine
Hemmung der Funktion von ERK2 durch mUV/VIS und damit eine Begiinstigung
der Tumorgenese ldsst sich anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht

schlieBen.
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Ein weiterer interessanter Aspekt ist die Assoziation der ERK-Aktivitit mit dem
Alterungsprozess der Haut. Nach Chung et al. (2000) ist im Gegensatz zur UV-
bestrahlten Haut die aktive Form von Erk in gealterter Haut reduziert [96]. Die ERK-
Protein Level sind jedoch nicht veridndert [96, 97]. Laut Rittie und Fisher (2002)
deutet dies darauf hin, dass die reduzierte ERK-Aktivierung aus einer reduzierten
vorgeschalteten Signaltransduktion resultiert [97] und dass die reduzierte ERK-
Signal-Aktivierung die reduzierte Proliferation gealterter Haut widerspiegelt [97].
Auf eine Hemmung der ERK-Aktivierung durch mUV/VIS ldsst sich anhand der
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht schlieBen zudem bestétigen die reduzierten
zytosolischen ERK-Level z. B. nach 4 min Bestrahlung und 0 — 72 h Inkubation die
ERK-Aktivierung und Translokation in den Nukleus.

Zusammenfassend bestitigt die verminderte zytoplasmatische Nachweisbarkeit von
MEK1 und ERKI1/2 nach einer mUV/VIS-Bestrahlung deren Aktivierung bzw.
Phosphorylierung und nachfolgende Translokation in den Nukleus. Die MAP-
Kinasen sind stark in den Schutz der Epidermis gegeniiber UV-induzierter Schiden
oder Tumorgenese involviert. Dabei ist der Tumorsuppressor p53 ein wichtiger
Faktor zum Schutz gegeniiber UV-induzierter Schidigungen. Fiir die MAPK wurde
beschrieben, dass sie p53 phosphorylieren und dadurch dessen Stabilitit und
Aktivitit steigern [91]. Einerseits spricht nach Garavello et al. (2010) die Hemmung
von ERKI/ERK2 fiir eine Induktion Tumor- und Invasivitdt-beglinstigender
Mechanismen [95]. Andererseits beschreiben Yang et al. (2014) eine protektive
Wirkung der Hemmung von ERK1/2 gegeniiber der UV-induzierten Entstehung von
Hauttumoren [94]. Zur abschlieBenden Beurteilung des karzinogenen Potenzials
sollten aufgrund der ermittelten Ergebnisse und der unterschiedlichen Angaben in
der Literatur zwingend weitere detailliertere und vor allem Langzeit-Analysen und

Studien zur Rhinophototherapie mit mUV/VIS folgen.
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7.4. mUV/VIS induziert Virus-Reaktivierungen

Im Rahmen der IPA-Analyse fiir 2, 4 und 6 min Bestrahlung und 24-72 h
Kultivierung fanden sich unter den Zellfunktionen (,,Molecular and Cellular
Functions”) Mechanismen der Virusfreisetzung aus der Wirtszelle (,,Mechanisms of
Viral Exit from Host Cells*) (Abb. 20, S.61). Hierunter sind zusammengefasst: Die
Mechanismen zur Freisetzung von Retroviren (,,Release of retroviruses®),
Mechanismen zur Freisetzung von Orthopoxviren (,,Release of orthopox virus”, z. B.
Vacciniavirus), Mechanismen der Freisetzung von Orthomyxoviren (,,Release of
orthomyxovirus”, z. B. Influenzavirus) und Mechanismen zur Freisetzung von
Herpesviren. Mit diesen Funktionen sind folgende Proteine assoziiert: Aus der
Gruppe der Aktine: ACTG1 und ACTB, aus der Gruppe der Endophilline:
SH3GLB1 und SH3GLB2 sowie aus der Gruppe der Lamine: Lamin B1 (LMNB1).
In Abb. 20 auf S. 61 ist ersichtlich, dass es mit Zunahme der Bestrahlungszeit und im
Zeitverlauf 24-72 h zu einem Anstieg des Ranges und der assoziierten Proteine

kommt.

Einen Zusammengang zwischen einer UV-Exposition und der Reaktivierung einer
Herpes-simplex-Virus-Infektion  zeigen mehrere  Arbeiten [98-101] und
Fallbeschreibungen [102]. Beschriebene Ursachen fiir die Herpes-Reaktivierung sind
die Immunsuppression und Oxidativer Stress [103]. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde bereits gezeigt, dass die mUV/VIS-Bestrahlung inflammatorische und
immunologische Zellfunktionen beeinflusst (siche Seite 121 ,Diseases and
Disorders®). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen auch Anpassungsreaktionen, die

durch mUV/VIS-vermittelten oxidativen Stress induziert werden (siche S. 88 ff.).

Aktine sind ubiquitdre Strukturproteine eukaryotischer Zellen [104], die dichte
Aktinfilament-Netzwerke in der Néhe der Zellmembran bilden [105]. Besonders
dichte und dynamische Aktinnetzwerke finden sich im Bereich der Ausstiilpungen
(z. B. Filopodien oder Lamellopodien) von migrierenden Zellen [105]. Sie spielen
eine wichtige Rolle in einer Vielzahl von Zellfunktionen, z. B. Beweglichkeit von

Zellen, Stabilisierung der Zellform bis hin zur Regulation der Transkription [104].
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Endophiline haben eine bedeutende Funktion bei der synaptischen Vesikel-
Endozytose, bei Rezeptor-Transportwegen und Apoptose sowie anderer Prozesse, bei
denen ein Umbau der Membranstruktur notwendig ist [106]. Zu diesen weiteren
Prozessen zdhlen unter anderem: Tyrosinkinase-Signalwege, Apoptose und
Autophagozytose [106]. Endophilin Bl ist involviert bei der Autophagosomen-
Bildung [106]. Weiterhin sind Endophiline an der Internalisierung des EGF-
Rezeptors (Epidermal Growth Factor Receptor, Erb-1) beteiligt [106].

Hauptkomponenten der Kernlamina sind die Typ-V-Intermedidrfilament-Proteine,
die auch als Lamine bezeichnet werden. Die Gruppe beinhaltet A- und C-Lamine
sowie Lamin Bl und Lamin B2 [107]. Polymerisierte Lamine bilden ein
korbgeflechtartiges Gitter von Fibrillen, welche die gesamte innere Oberfldche der
Kernhiille bedecken und verbinden Kernporen miteinander [108]. Die Kernlamina
bildet ein Geriist fiir den Nukleus, sie kontrolliert die Position der
Kernporenkomplexe und interagiert mit Heterochromatin [107]. Wahrend der Mitose
werden die Kernhiille und Kernlamina abgebaut um die Trennung der Chromosomen
zu ermdglichen. In der Folge miissen die jeweiligen Strukturen wihrend der Ana-
und Telophase neugebildet werden [108]. Die Kernlamina ist an vielen
Kernaktivitidten beteiligt, einschlieBlich der DNA-Replikation und Transkription,
Zellzyklus-Regulation, Zellentwicklung und Differenzierung, nukledre Migration
sowie Apoptose [107]. Erhohte LMNBI-Level in Reaktion auf reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) sind beschrieben [107].

Beim viralen Infektions- und Vermehrungszyklus spielt die Bindung an die
Zellmembran sowie die Durchdringung von Zellmembranen durch Viruspartikel eine
wichtige Rolle [109]. Die o. g. Proteine, die im Rahmen der Ingenuity Pathway
Analyse (IPA, Ingenuity® Systems) dem Mechanismus der Virusfreisetzung aus der
Wirtszelle zugeordnet wurden, sind wichtige Strukturproteine der Wirtszell-
membranen. In dieser Funktion sind sie an allen Prozessen beteiligt, welche mit

einem Umbau der Wirtszellmembranen assoziiert sind.
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In der vorliegenden Arbeit wurden die Zellen zur Uberpriifung des Effektes einer
unterschiedlichen Bestrahlungszeit fiir entweder 2 min, 4 min oder 6 min mit
mUV/VIS bestrahlt. Hierbei ist eine deutliche dosisabhidngige Induktion beziiglich
der mit der Virusfreisetzung assoziierten Proteine zu erkennen. Das Therapieschema
fiir die saisonale allergische Rhinitis sicht 6 Behandlungen innerhalb 2 Wochen mit
steigender Bestrahlungszeit von 2:00 min in 15 Sekunden-Schritten bis zu einer
maximalen Bestrahlungszeit von 3 min vor. Im Gegensatz dazu erfolgen zur
Therapie der perennialen allergischen Rhinitis 2 bis 3 Behandlungen in der ersten
Woche und danach pro Woche eine Erhaltungsdosis. Begonnen wird auch mit
2:00 min und danach in 15 Sekunden-Schritten gesteigert bis zu einer maximalen
Bestrahlungszeit von 3 min pro Nasendffnung. Nach dem Therapieschema fiir die
perenniale allergische Rhinits ergibt sich eine hohere kumulative Gesamtdosis, dafiir
ist der Intervall zwischen den einzelnen Bestrahlungen ldnger. Dem gegeniiber steht
eine hohere kumulative Dosis in den ersten 2 Wochen mit 6 Einzelbestrahlungen und
kiirzeren Zeitintervallen zwischen den Bestrahlungen aber einer geringeren
kumulativen Gesamtdosis. Aufgrund des unterschiedlichen Therapieschemas fiir die
saisonale und die perenniale allergische Rhinitis konnten sich Unterschiede
beziiglich des Risikos der Reaktivierung einer Herpes-simplex-Infektion ergeben.

Weitere Untersuchungen hierzu sollten sich anschlieBBen.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit nach mUV/VIS-Behandlung eine signifikante
Induktion von Proteinen, die mit Mechanismen der Virusfreisetzung aus der
Wirtszelle assoziiert sind. Aus der Gruppe der Aktine: ACTG1 und ACTB; aus der
Gruppe der Endophilline: SH3GLB1 und SH3GLB2; und das Lamin B1 (LMNBI1).
Uber diesen Mechanismus ist die Reaktivierung einer Herpes-simplex-Infektion nach
einer Phototherapie [102] zu erkldren. Die Ergebnisse stiitzen also die These, dass
die mUV/VIS-Bestrahlung Reaktivierungen von Virusinfektionen fordern sowie die

Anfilligkeit gegeniiber Virusinfektionen erhdhen kann.
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7.5. mUV/VIS induziert DNA-Schaden

Im Rahmen der 2D-DIGE-Experimente mit anschlieBender Massenspektrometrie
wurden RUVB2 (S. 109), RD23A (S. 111) sowie RFA2 (S. 113) detektiert und
jeweils spezifische Verdnderungen festgestellt. Durch IPA-Analysen konnten weitere
wichtige Regulatoren identifiziert und mit Western Blot-Analysen nachgewiesen
werden. So konnten mit Hilfe von Western Blot Experimenten E2F1 (S. 74), DDBI
(S. 71) und p53 (S. 83) identifiziert und spezifische Verdnderungen gezeigt werden.

Die direkte und indirekte Induktion von DNA-Schéden ist ein Hauptmechanismus
der mUV/VIS-vermittelten immunmodulatorischen Wirkungen [22, 23]. Die Proteine
DDBI [110], RD23A [111] und RFA2 [112] sind mit dem NER (Nucleotide
Excision Repair) [35, 113, 114], einem wichtigen Mechanismus zur Entfernung UV-
induzierter DNA-Schiden, assoziiert. Der Komplex aus E2F1 und RD23A bindet an
Stellen geschddigter DNA und leitet die NER-Reparatur geschéddigter DNA ein
[115]. DDB1 (DNA damage-binding protein 1) erkennt und leitet die Reparatur UV-
induzierter DNA-Schiden ein [110]. Aufgrund der Translokation in den Zellkern ist
es im Rahmen der durchgefiihrten Experimente vermindert nachweisbar [110, 116].
In den Experimenten ist pS3 nach mUV/VIS-Bestrahlung dosisabhédngig induziert.
Erhohte p53-Level konnen Wachstumshemmung oder Apoptose induzieren [117-
120]. RUVB2 bindet im Komplex mit RUVBI1 geschiddigte DNA und besitzt als
Repressor von p53 zudem eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der Zellproliferation,

Zellalterung und Tumorsuppression [121, 122].

Zusammenfassend konnen als Marker fiir DNA-Schéden Proteine angesehen werden,
die der Reparatur der DNA-Schidden dienen oder die bei zu starker Schidigung
Apoptose induzieren konnen, hierzu zdhlen die folgenden identifizierten Proteine, die
nach mUV/VIS-Bestrahlung signifikant induziert oder reprimiert sind: DDBI,
RD23A, RFA2, E2F1, RUVB2 und p53. Die einzelnen Proteine werden im

Folgenden thematisiert.
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7.5.1. E2F1 — mUV/VIS-induzierte Verinderungen

Die vorliegenden Experimente zeigen in Reaktion auf mUV/VIS-Bestrahlungen eine
dosisabhdngige Induktion des Transkriptionsfaktors E2F1 (vgl. Abb. 33, S. 75 und
Abb. 34, S. 76). Damit stehen die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse im Einklang
mit der Erkenntnis, dass E2F1 in Reaktion auf UV-induzierte DNA-Schiden
phosphoryliert, dadurch stabilisiert und nachfolgend vermindert proteasomal
degradiert wird [115]. Dieses E2F1 kann mit RD23A (UV excision repair protein
RAD23 homolog A) interagieren und einen Komplex bilden, wodurch E2FI
zusiétzlich stabilisiert und somit weniger proteasomal degradiert wird [115]. Der
Komplex aus E2F1 und RD23A kann an Stellen geschiddigter DNA binden und die
NER-Reparatur geschadigter DNA nach einer Exposition gegeniiber einer UV-
Bestrahlung einleiten [115].

E2F1 kann in Kooperation mit DP-Transkriptionsfaktoren an die Promotor Region
zahlreicher Gene binden, deren Produkte in die Regulation des Zellzyklus oder in die
DNA-Replikation involviert sind [123, 124]. Es kann sowohl Zellproliferation als
auch p53-abhingig Apoptose vermitteln [124, 125]. In Reaktion auf DNA-
Schadigungen wird E2F1 durch die Checkpoint Kinase 2 (Chk2) phosphoryliert und
aktiviert, wodurch Apoptose induziert werden kann [124]. Hiermit besitzt das Protein
E2F1 eine wichtige Rolle in der Zellzyklus-Checkpoint-Kontrolle und damit auch bei

der Vermeidung der Tumorgenese [124].

Die Rolle des E2F1 in der Tumorentstehung ist sehr komplex, da es einerseits
Tumorgenese verhindern und andererseits fordern kann. Am Beispiel der Epidermis
ist E2F1 notwendig fiir die normale Wundheilung [126] aber seine Uberexpression
kann zur spontanen Tumorbildung fithren, welche noch verstirkt werden kann durch
den Verlust von p53 [115, 127]. E2F1 schiitzt die Epidermis vor UV-induzierten
Transformationen und kooperiert mit dem Retinoblastom-Protein (pRB) zum Schutz

vor spontanen karzinogenen Transformationen [128].
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Laut Biswas et al. (2014) fiihrt ein Defekt der Phosphorylierungsstelle des E2F1 zur
verminderten Assoziation des E2F1 mit geschiddigter DNA und daraus folgender
verminderter Reparatur geschiddigter DNA, was zu einer erhohten Sensibilitit
gegeniiber UV-induzierter Karzinogenese der Haut fiihrt [128]. Damit stellen sie eine
direkte Verbindung zwischen der Féhigkeit des E2F1 zur Reparatur defekter DNA

und der Tumorsuppression her [128].

Es ist festzuhalten, dass die vorliegenden Experimente eine dosisabhingige
Induktion von E2F1 zeigen. E2F1 besitz eine wichtige Rolle in der Zellzyklus-
Kontrolle und damit auch bei der Tumorsuppression sowie im Komplex mit RD23A
bei der Reparatur UV-induzierter DNA-Schiden [124]. Seine Uberexpression kann
aber auch zur spontanen Tumorbildung fithren, welche noch verstiarkt werden kann

durch den Verlust von p53 [115, 127].
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7.5.2. p53 — Induktion durch mUV/VIS

In dieser Arbeit konnte eine dosisabhingige Induktion des p53 in Reaktion auf
mUV/VIS-Bestrahlungen nachgewiesen werden, wobei sich die meisten
Verdnderungen im Bereich 24 — 48 h nach 6 min Bestrahlung manifestieren und es
zum Zeitpunkt 72 h nach der Bestrahlung bereits zu einem Abfall des p53 kommt
(vgl. Abb. 45, S. 85 und Abb. 46, S. 85). Die gewonnenen Daten bestdtigen die von
Latonen et al. (2001) beschriebene UV-Dosis-abhéngige Induktion von p53 in
Fibroblasten [129]. Auch Lu und Lane (1993) zeigten steigende p53-Level in
Reaktion auf steigende UV-Dosen [63]. Sie beschreiben eine dhnliche Kinetik der
p53-Reaktion auf eine UV-Behandlung mit einer Induktion des p53 mit der Zeit nach
der Bestrahlung, welche nach 12 h ein Plateau erreicht und fiir mindestens 30 h

erhaht bleibt [63].

Das p53-Protein ist aufgrund seiner sehr geringen Halbwertzeit [130] nur in winzigen
Mengen in normalen Zellen nachweisbar [131]. p53 wird stindig durch den
Ubiquitin-Proteasom-Pathway degradiert [132]. Die Degradation von p53 wird von
der E3 Ubiquitin-Protein Ligase Mdm?2 vermittelt [133]. Weiterhin inhibiert Mdm2
die durch p53 vermittelten antiproliferativen Funktionen, wie Zellzykluskontrolle
und Apoptose, durch Bindung an die Transkriptions-Aktivierungs-Domédne des p53
[133]. Die Expression des Mdm2 wird von p53 in einer Art autoregulativer
Feedback-Schleife induziert [134]. p53 wird auch durch Phosphorylierung reguliert
[119, 135]. In Reaktion auf UV-Bestrahlungen wird es am Serin 15 und Serin 37
phosphoryliert, wodurch die Fihigkeit des Mdm2 zur Hemmung der durch p53-
vermittelten Transaktivierungen herabgesetzt wird [135]. Das so modifizierte p53
bindet nicht mehr an Mdm2, infolge dessen wird die Hemmung des p53 durch Mdm?2
aufgehoben [119, 135]. p53 kann durch UV-induzierten oxidativen Stress und DNA-
Schiden induziert werden [129].
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Eine erhdhte p53-Expression ist mit verschiedenen Tumorerkrankungen assoziiert,
z. B. kolorektales Karzinom [136] oder orales Plattenepithelkarzinom [137, 138]. Es
konnte auch eine steigende Expression von p53 mit dem Grad der Dysplasie bei der
Tumorprogression des kolorektalen Karzinoms [136] oder auch bei der

Transformation zum oralen Plattenepithelkarzinom gezeigt werden [137, 138].

Zusammenfassend bestitigen die Ergebnisse dieser Arbeit eine dosisabhingige
Induktion des p53 in Reaktion auf mUV/VIS-Bestrahlungen. Die meisten
Veridnderungen zeigen sich im Bereich 24 — 48 h nach 6 min Bestrahlung. Bereits
72 h nach der Bestrahlung kommt es zu einem Abfall des p53. p53 kann durch UV-
induzierten oxidativen Stress und DNA-Schidden induziert werden [129]. Daher
sprechen die Ergebnisse dieser Arbeit beziiglich der Induktion von p53 fiir eine UV-
induzierte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und die Bildung von DNA-Schéden.
Eine erhohte Expression des p53 ist mit verschiedenen Tumorerkrankungen
assoziiert [136-138]. Dennoch wird das karzinogene Risiko bisher als gering
eingeschitzt [32, 33, 139]. Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit sollten jedoch

weitere detailliertere und vor allem Langzeit-Analysen und Studien folgen.

107



7. Diskussion

7.5.3. DDB1 erkennt und induziert die Reparatur UV-
induzierter DNA-Schiaden

DDBI1 (DNA damage-binding protein 1) ist jeweils 24 h nach Bestrahlung
vermindert, bei 48 h erhoht und schlieBlich bei 72 h wieder vermindert im Zotosol
nachweisbar (vgl. Abb. 29, S. 72). Dabei ist eine Zunahme der negativen Fold
Change Werte (x-fache Verdnderung im Vergleich zur Kontrolle) mit steigender
Bestrahlungszeit erkennbar. Nach 4 min Bestrahlung ist DDB1 im Kurzzeitbereich
initial vermindert und bei 30 und 60 min Inkubation vermehrt nachweisbar mit einem

Maximum bei 30 min (vgl. Abb. 30, S. 72).

DDBI ist primdr im Zytoplasma lokalisiert und transloziert in Reaktion auf UV-
Bestrahlungen in den Zellkern und akkumuliert an Stellen geschiddigter DNA [110,
116]. DDBI1 ist wichtig fiir die DNA-Reparatur. Es bildet mit DDB2 den UV-DDB
Komplex (UV-damaged DNA-binding protein complex) [116], der wiederum mit
einer E3 Ligase, dem CUL4A einen Ubiquitin-E3-Ligase-Komplex (DDBI-
CUL4APP®?) bildet, der UV-induzierte DNA-Schiden erkennt und den NER
(Nucleotide Excision Repair Pathway) induziert [140]. Der UV-DDB Komplex
bindet Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere (CPD) und 6-4 Photoprodukte (6-4 PPs) [140].
DDBI ist wichtig fiir die NER-Reparatur von CPD (Cyclobutan-Pyrimidin-Dimeren)
[141]. Ein defektes DDBI1 kann daher die Fiahigkeit UV-induzierte Cyclobutan-
Pyrimidin-Dimere (CPD) effizient zu reparieren beeintréchtigen und erhéht damit die

Anfilligkeit fiir Tumorgenese [141].

Zusammenfassend bestdtigt die nachgewiesene dosisabhingige verminderte
zytoplasmatische Nachweisbarkeit von DDB1 in Reaktion auf mUV/VIS die
vermehrte nukleédre Translokation und Bindung geschidigter DNA. Die vorliegenden
Experimente zeigen also eine deutliche dosisabhéngige Induktion der durch DDBI
vermittelten Reparaturmechanismen (NER) in Reaktion auf mUV/VIS-induzierte

DNA-Schiden.
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7.5.4. RUVB2 — DNA-Reparatur in Reaktion auf UV

RUVB2 wurde den Clustern 4, 8 und 9 (Abb. 59, S. 206) zugeordnet. Gemein sind
diesen Clustern die reduzierten Fold Change Werte nach 24 h Inkubation. Dieses
Expressionsmuster spiegelt sich auch in den Fold Change Werten und dem Spot
Album fiir RUVB2 wieder (Abb. 50, S. 109). RUVB2 ist in Reaktion auf eine
mUV/VIS-Bestrahlung im Vergleich zur Kontrolle aufgrund seiner Lokalisierung im
Zellkern [142], Multimerisierung sowie der Bindung von geschidigter DNA [142]

im Vergleich zur Kontrolle im verwendeten Analysesystem vermindert nachweisbar.

Spot Album

Fold Change| -1,5038799 | -1,3287632 | -1,4385726

Abb. 50: RUVB2 Spot Album und zugehdorige Fold Change Werte

Spot Album fiir RUVB2 und die dazugehorigen Fold Change Werte fiir 4 min mUV/VIS nach 0 - 72 h
Inkubation im Vergleich zur Kontrolle. Das Spot Album wurde mittels Delta2D Software erstellt.
Griine Spots zeigen reprimierte und rote Spots wiirden induzierte Proteine darstellen.
Dementsprechend wurden die Fold Change Werte farblich kodiert. Negative Werte sind griin und
positive Werte sind rot dargestellt. RUVB2 ist in Reaktion auf mUV/VIS von 0 - 60 min reprimiert
und im Langzeitbereich 24 - 72 h noch starker reprimiert.

TIP49b (Synonym: RUVB2 oder RUVBL2) ist zu 43 % mit TIP49a (Synonym:
RUVBI oder RUVBL1) identisch. Sie werden ubiquitdr exprimiert [143]. RUVB2
ist hauptsidchlich im Nukleus lokalisiert, kann aber auch im Zytoplasma oder in
Assoziation mit Zellmembranen nachgewiesen werden [142, 144]. Es ist wichtig bei
der zelluliren Reaktion auf erhohte Mengen emittierten UV-Lichtes [142, 143]. In
Reaktion auf UV-induzierte DNA-Schiden bildet es einen Multiproteinkomplex und
kann dann mit RUVBLI einen Dodekamer formen, welcher geschidigte DNA
binden kann [121, 122]. RUVB2 ist Teil des INO80-Komplexes. DNA-Schiden
induzieren die Phosphorylierung des Histons H2A [142]. Uber die Interaktion mit
dem phosphorylierten Histon H2A wird der INO80-Komplex direkt zu den
Doppelstrangbriichen rekrutiert [142]. Ein Knockdown oder Knockout des RUVB2
oder INOSO erhoht die Sensitivitit gegeniiber UV-Bestrahlungen [142].
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Entsprechend Xie et al. (2012) ist RUVB2 ein Repressor der Transkription von ARF
[121]. RUVB2 bindet an die Promoter-Region des ARF, dies fiihrt zur Repression
der Transkription des ARF [121], die wiederum zur Repression von p53 fiihrt [121].
RUVB2 und ARF besitzen damit eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der

Zellproliferation, Zellalterung und Tumorsuppression [121].

Weiterhin reguliert RUVB2 die Transkriptionsaktivitdit von ATF2 (Activating
Transcription Factor 2) [143]. RUVB2 ist auch unter physiologischen Wachstums-
bedingungen mit ATF2 assoziiert. Diese Assoziation ist abhéngig von der
Phosphorylierung, die fiir die Transkriptionsaktivitit von ATF2 notwendig ist. Eine
gesteigerte RUVB2-Expression hemmt die durch ATF2 vermittelte Transkriptions-
aktivitit. Die Assoziation von RUVB2 mit ATF2 wird verstirkt durch Exposition
gegeniiber Behandlungen, die eine ATF2-Phosphorylierung induzieren, z. B. UV-
Bestrahlungen oder ionisierende Strahlen. Laut Cho et al. [143] kann die vermehrte
Assoziation von RUVB2 mit ATF2 einen proapoptotischen Effekt unter Stress-

Bedingungen, z. B. UV-Bestrahlungen, vermitteln.

Zusammenfassend ist die verminderte zytosolische Nachweisbarkeit des RUVB2 in
Reaktion auf mUV/VIS mit dem verwendeten Analysesystem auf die Bildung eines
Komplexes mit RUVBI1, der Bindung geschiadigter DNA [121, 122] sowie die
vermehrte Lokalisation im Zellkern [142] zurilickzufiihren. Als ARF-abhingiger
Repressor von p53 besitzt es zudem eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der
Zellproliferation, Zellalterung und Tumorsuppression [121]. Somit bestétigen die
Ergebnisse dieser Arbeit die Induktion zelluldrer Reparaturmechanismen in Reaktion

auf UV-induzierte DNA-Schiden [121, 122, 142, 143].
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7.5.5. RD23A — Reparatur UV-induzierter DNA-Schaden
als Bestandteil des NER

In der vorliegenden Arbeit wurde RD23A (UV excision repair protein RAD23
homolog A) im Rahmen des K-means-Clustering dem Cluster 4 (Abb. 59, S. 206)
zugeordnet, welches Proteine zusammenfasst, die 24 h nach der Bestrahlung
reprimiert sind. Dieses Expressionsmuster spiegelt sich auch in den Fold Change
Werten und dem Spot Album fiir RD23A wider (Abb. 51, S. 111). Die IPA-Analyse
dieses Clusters (Abb. 59, S. 206) zeigt eine Assoziation der Proteine dieses
Expressionsmusters mit posttranslationalen Modifikationen, Proteinfaltung und

Tumorgenese.

Abb. 51: RD23A Spot Album und die zugehérigen Fold Change Werte
Im Kurzzeitversuch zeigte sich fiir 0, 30 und 60 min das Protein RD23A induziert, wogegen es im
Langzeitversuch fiir 24, 48 und 72 h reprimiert ist.

Das im Nukleus lokalisierte [145] RD23A dient der Reparatur UV-induzierter DNA-
Schiden [146]. RD23A ist in Assoziation mit XPC (,,Xeroderma Pigmentosum
Group C Protein®) ein Bestandteil des Nukelotid-Exzisions-Reparatur-Mechanismus
(NER) [146]. Weiterhin erfiillt RD23A wichtige Funktionen bei der proteasomalen
Degradation [147]. Die proteasomale Degradation wird durch Phosphorylierung des
RD23A gehemmt [147]. Laut Liang et al. [147] kann das unphosphorylierte RD23A
multiubiquitinierte Proteine binden und sie zum Proteasom transportieren. Nach der
Auslieferung des proteolytischen Substrates kann RD23A phosphoryliert werden,
was wiederum seine Freisetzung vom Proteasom bewirkt. Dieser Mechanismus
erlaubt es RD23A, erneut fiir den Transport eines Substrates zum Proteasom zur

Verfiigung zu stehen [147].
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Aufgrund der o. g. FEigenschaften des RD23A kann mit den vorliegenden
Ergebnissen dieser Arbeit davon ausgegangen werden, dass es in Reaktion auf den
oxidativen Stress sowie durch die direkten DNA-Schidden zu einer vermehrten
Aktivierung des NER und der proteasomalen Degradation in Reaktion auf eine
mUV/VIS-Bestrahlung kommt. Das somit gebundene RD23A ist im 2D-DIGE-
Experiment vermindert nachweisbar. Zudem transloziert RD23A in Mitochondrien
und interagiert mit dem AIF (Apoptose-induzierender Faktor) [148]. Beide, AIF und
RD23A, translozieren in den Nukleus nach Exposition gegeniiber zelluldrem Stress
[148]. Die Translokation des RD23A wurde in dieser Arbeit anhand der
nachgewiesenen zytosolischen Reduktion bestdtigt. Aulerdem zeigten Sudhakar et
al. (2014), dass RD23A in verschiedenen Lungentumoren stark erhoht exprimiert ist
[148]. Auch Fung et al. (2000) wiesen in ihrer Arbeit eine erhohte Expression von
RD23A in nasopharyngealen Karzinomen im Vergleich zur Kontrolle nach [149].

Zusammenfassend spricht die im Rahmen dieser Arbeit gefundene zytosolische
Reduktion des RD23A fiir die Reaktion der Zelle auf die UV-induzierten DNA-
Schiden und oxidativen Stress. RD23A ist dabei an verschiedenen zelluldren
Reaktionen beteiligt, wie z. B. Einleitung des Zelltodes [148], NER [146] und der
proteasomalen Degradation [147]. Eine erhohte Expression von RD23A ist in
Lungentumoren und nasopharyngealen Karzinomen nachgewiesen worden [148,
149]. Die in dieser Arbeit gezeigte zytosolische Reduktion des RD23A spricht somit
fir die Aktivierung von zelluliren Prozessen, die einer Tumorbildung

entgegenwirken (s. 0.).
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7.5.6. RFA2 - Reparatur UV-induzierter DNA-Schiden

RFA2 (Replication Factor A Protein 2, Synonym: RPA2) wurde im Rahmen des K-
means-Clustering dem Cluster 4 (Abb. 59, S. 206) zugeordnet, das Proteine
zusammenfasst, die ab einer Inkubationszeit von 24 h im Vergleich zur Kontrolle
reprimiert sind. Dieses Expressionsmuster spiegelt sich auch in den Fold Change
Werten und in dem, mit Delta2D (Decodon GmbH, Greifswald, Germany) erstellten
Spot Album fiir RFA2 wider (Abb. 52, S. 113). Die IPA-Analyse des zugeordneten
Clusters 4 (Abb. 59, S. 206) zeigte eine Assoziation der Proteine dieses
Expressionsmusters mit posttranslationalen Modifikationen, Proteinfaltung und
Tumorgenese. Weiterhin verdeutlichte die IPA-Analyse eine Assoziation mit der
Nrf2-vermittelten Reaktion auf oxidativen Stress, der durch die UV-Bestrahlung

ausgelost werden kann.

Spot Album

Fold Change1,0110517 -1,0461142 | -1,061548

Abb. 52: RFA2 Spot Album und zugehorige Fold Change Werte

Dargestellt sind die Spots fiir RFA2 im Zeitverlauf von 0 bis 72 h nach 4 min mUV/VIS. Grundlage
dieser Darstellung ist die Uberlagerung (Dual View) des jeweiligen Kontrollbildes (griin) mit dem
jeweiligen Bild der behandelten Probe (rot). Die eher gelb erscheinenden Spots zeigen eine im
Vergleich zur Kontrollgruppe &hnliche Expression, wogegen das dunklere Griin der Spots im
Langzeitbereich (ab 24 h) eine, im Vergleich zur Kontrolle, geringere Expression darstellen.

Nach einer Schddigung der DNA kommt es in eukaryotischen Zellen zu einer starken
intranukledren Umverteilung und Foci-Bildung verschiedener Reparatur- und
Checkpoint-Proteine [150]. Diese intranukledren Foci entsprechen den Stellen der
DNA-Schidigung und —Reparatur [150]. Ein solches Verhalten zeigt auch RFA2. Es
ist im Nukleus lokalisiert [150] und Bestandteil des NER (Nucleotide Excision
Repair). In Reaktion auf mUV/VIS-induzierte DNA-Schdden bindet es in
Assoziation mit XPA (Xeroderma pigmentosum damage-recognition protein) und
der Endonuklease XPG an Stellen geschidigter DNA [112, 150]. Der NER ist der
Hauptmechanismus zur Entfernung von DNA-Schdden nach UV-Bestrahlung [151].
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Aufgrund seiner Lokalisierung sowie der Bindung von geschéddigter DNA ist RFA2
in Reaktion auf die mUV/VIS-Bestrahlung im Vergleich zur Kontrolle im
verwendeten Analysesystem vermindert nachweisbar. Die verminderte zytosolische
Nachweisbarkeit von RFA2 spricht fiir eine gesteigerte Reparatur von DNA-Schéden
iiber die Mechanismen des NER nach einer Behandlung mit mUV/VIS. Zudem zeigt
die vorrangig im Langzeitverlauf (24 - 72 h nach der Bestrahlung) auftretende
verminderte zytosolische Nachweisbarkeit, dass die DNA-Reparaturmechanismen

vor allem in diesem Zeitraum zum Tragen kommen.

Eine erhohte Expression des RFA2 wurde in einer Reihe maligner Tumoren
beobachtet [152]. So zum Beispiel beim Osophaguskarzinom [152],
Mammakarzinom [153], Urothelkarzinom [154], kolorektalen Karzinom [155] und
bei plattenepithelialen Lungen- sowie Kopf- und Halstumoren [153]. Daher deutet
die in dieser Arbeit nachgewiesene Reduktion des RFA2 in Reaktion auf mUV/VIS

auf die Aktivierung zelluldrer Prozesse, die einer Tumorgenese entgegenwirken.

Zusammenfassend ist RFA2 in dieser Arbeit nach mUV/VIS-Bestrahlung aufgrund
der nukledren Lokalisierung [150] sowie der Bindung geschéddigter DNA vermindert
im Zytosol nachweisbar. Die verminderte Nachweisbarkeit von RFA2 spricht fiir
eine gesteigerte Reparatur von DNA-Schéden iiber die Mechanismen des NER nach
mUV/VIS-Bestrahlung. Dabei kommen diese Reparaturmechanismen vorrangig im
Langzeitverlauf (24 - 72 h nach der Bestrahlung) zum Tragen. Eine erhohte
Expression des RFA2 wurde in einer Reihe maligner Tumoren beobachtet [152-156].
Daher kann die in dieser Arbeit gezeigte verminderte Nachweisbarkeit auf einen

protektiven Mechanismus beziiglich der Tumorgenese hindeuten.
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7.6. mUV/VIS induziert Apoptose

Die Ergebnisse dieser Arbeit (vgl. Tab. 24, S. 195) zeigen als Reaktion auf
mUV/VIS einen Anstieg der Zelltod-assoziierten Veranderungen nach 30 bis 60 min
mit einer Abnahme nach 24 bis 48 h. Nach 48 h steigen Zellwachstum und
Proliferation, wahrscheinlich als Kompensation des vorangegangenen Anstiegs des
Zelltodes. Der erneute Anstieg des Zelltodes nach 72 h kann durch Zellschidden, die
nicht richtig oder nur unzureichend repariert wurden, bedingt sein. Die Ergebnisse
des K-means-clustering (Abb. 21, S. 63) und nachfolgender IPA-Netzwerkanalysen
(Abb. 59, S. 206 und Tab. 27, S. 202) bestitigen die zwei gegenldufigen
Expressionsmuster. Wéhrend eine mUV/VIS Behandlung innerhalb der ersten 24 h
das Gleichgewicht zwischen Zelltod und Proliferation zugunsten von Apoptose und
Zelltod verlagert, sind dagegen Zellwachstum und Proliferation nach 48 h induziert.
Western Blot Analysen fiir p53 (Abb. 45, S. 85 und Abb. 46, S. 85) zeigen eine
dosisabhdngige Induktion und sprechen zusétzlich fiir die Induktion von Apoptose in

Reaktion auf mUV/VIS [120, 129].

Aufgrund der gezeigten Induktion der Apoptose und Tumorgenese durch den UV-
Anteil, scheint es angebracht, {liber alternative Bestrahlungsquellen mit weniger
Apoptose- oder Tumor-induzierender Wirkung nachzudenken, wie z. B. ,.cold
atmospheric pressure plasma“ (CAP), welches neben reaktiven Sauerstoff- oder
Stickstoffspezies (ROS oder RNS) auch einen UV-Anteil aufweist, der auch
oxidativen Stress und direkte DNA-Schiaden hervorruft [157], wobei der Anteil der
UV-Strahlung beeinflusst werden kann. Lendeckel et al. (2015) untersuchten in
einem in vitro Wundheilungsmodell mit S9-Epithel-Zellen die Verdnderungen auf
Proteomebene nach einer Plasma-Behandlung [157]. Neben einer beschleunigten
Wundheilung nach Plasmabehandlung zeigte sich eine zentrale Rolle des oxidativen
Stresses [157]. Lupu und Georgescu (2010) zeigten eine dosisabhéngige Apoptose-
Induktion nach einer Plasma-Bestrahlung in Fibroblasten [158]. Dieser Effekt sei
abhingig von der ROS-Konzentration, die vom Gasgemisch und damit der O,-
Konzentration bestimmt wird sowie von der Dauer der Behandlung [158]. ROS
schiadigen die Zellen nicht-selektiv. Daher empfehlen Lupu und Georgescu (2010)

die Anpassung der Plasma-Zusammensetzung an die einzelnen Behandlung [158].
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Metelmann et al. (2013) zeigten in einem in vivo Ansatz, dass Plasma in frithen
Wundheilungsphasen ~ die  fiir  die Gewebsregeneration  notwendige
Entziindungsreaktion unterstiitzt und in spéteren Stadien bessere dsthetische
Ergebnisse erzielt [159]. Prikanzerdse Lisionen wurden innerhalb von 12 Monaten

nicht dokumentiert [159].

Der Apoptose-induzierende Effekt der Plasmabehandlung konnte auch zur
Tumorbehandlung eingesetzt werden. Nach Lee et al. (2014) induziert nicht-
thermales Plasma signifikant und dosisabhingig die Apoptose in anaplastischen
Karzinom-Zell-Linien {iiber gesteigerte intrazellulire ROS-Bildung und DNA-
Schéadigungen [160]. Auch Welz et al. (2015) zeigten eine Apoptose-Induktion in
Zelllinien plattenepithelialer Kopf- und Hals-Tumoren (HNSCC) nach einer
Behandlung mit nicht-thermalen Plasma wihrend gesunde Zellen nahezu
unbeeinflusst blieben [161]. Folglich ist die Plasma-Technologie ein neuer

vielversprechender Ansatz in der Tumortherapie [160, 161].

Zusammenfassend zeigte sich als Reaktion auf mUV/VIS ein Anstieg der Zelltod-
assoziierten Verdnderungen nach 30 bis 60 min mit einer Abnahme nach 24 bis 48 h.
Nach 48 h kommt es zu einem Anstieg des Wachstums und der Proliferation,
wahrscheinlich als Kompensation des vorangegangenen Anstiegs des Zelltodes. Der
erneute Anstieg des Zelltodes nach 72 h kann durch Zellschdden, die nicht richtig
oder nur unzureichend repariert wurden bedingt sein. Auch zeigte sich eine
dosisabhdngige Induktion von p53, was zusitzlich fiir die Einleitung von Apoptose
in Reaktion auf mUV/VIS spricht. Eine Alternative zur mUV/VIS-
Rhinophototherapie kdnnte die Behandlung mit ,,cold atmospheric pressure plasma*
(CAP) sein. Fiir die Behandlung mit CAP wurde eine beschleunigte Wundheilung
gezeigt ohne die Induktion prikanzerdser Lisionen. Zudem stellt der Apoptose-
induzierende Effekt der Plasmabehandlung einen neuen vielversprechender Ansatz in
der Tumortherapie dar, da in verschiedenen Karzinom-Zell-Linien Apoptose in den
Tumorzellen induziert werden konnte, wahrend gesunde Zellen nahezu unbeeinflusst

blieben [160, 161].
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7.7. mUV/VIS-Bestrahlung begiinstigt Tumorgenese

Die ,,Diseases and Disorders* der IPA-Analyse fiir 4 min Bestrahlung und 0 — 72 h
Inkubation zeigen, dass Tumorerkrankungen 30 min nach Exposition an erster Stelle
und sonst auf Rang 5 stehen. Die IPA-Analyse zeigt auch einen Einfluss der
mUV/VIS-Behandlung auf immunologische und inflammatorische Erkrankungen,
wie es nach vorhergehenden Arbeiten zur Rhinophototherapie zu erwarten war [34,
162]. Es werden einerseits die Symptome der allergischen Rhinitis beeinflusst aber
andererseits besteht ein potenziell karzinogenes Risiko. Auch ist entsprechend dieser
Betrachtung stets die hochste Anzahl an Erkrankungen mit Tumorerkrankungen und
Tumorentstehung assoziiert. Besonders in Anbetracht der weitaus hoheren Anzahl
signifikant veridnderter Proteine, die mit Tumorerkrankungen assoziiert sind, sollte
eine intensive Nutzen- und Risikoabwdgung bei einer Behandlung mit mUV/VIS

erfolgen.

Die IPA-Analysen (vgl. Abb. 18, S. 59) zeigen fiir 2, 4 und 6 min Bestrahlungszeit,
dass die meisten Tumor-assoziierten Proteine jeweils nach 48 h verdndert sind. Bei
Betrachtung des Ranges der assoziierten Tumorerkrankungen ldsst sich feststellen,
dass jeweils 24 h nach der Bestrahlung Tumorerkrankungen auf einem héheren Rang
zu finden sind als nach 72 h. Die Ergebnisse zeigen, dass Tumor-assoziierte
Verdnderungen in Reaktion auf eine mUV/VIS-Behandlung induziert sind und es im
Zeitverlauf nach 24 und 48 h zu einer Zunahme und nach 72 h zum Abfall der
Anzahl der Tumor-assoziierten Proteine kommt. Die Zellen reparieren bzw.
beseitigen also durch Reparatur oder Induktion von Apoptose einen Teil der Tumor-

assoziierten Verdnderungen innerhalb von 72 h nach mUV/VIS-Bestrahlung.

Die Ergebnisse der IPA-Analyse (vgl. Abb. 19, S. 59) zeigen weiterhin eine
deutliche Zunahme der Tumor-assoziierten Proteine mit steigender Bestrahlungs-
dauer. Auch in der Betrachtung der Rdnge Tumor-assoziierter Erkrankungen lésst
sich fir 24 und 72 h nach Bestrahlung eine deutliche Erhdhung des Ranges mit
zunehmender Bestrahlungsdauer erkennen. Je hoher die applizierte Dosis der
mUV/VIS-Bestrahlung, desto mehr Tumor-assoziierte Verdnderungen manifestieren

sich und desto grofer ist das Risiko der Tumorgenese.
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In dieser Arbeit konnte eine Induktion von p53 nach mUV/VIS-Bestrahlung gezeigt
werden. p53 ist in groBeren Mengen [131] und mit einer ldngeren Halbwertzeit [130]
in zahlreichen transformierten Zellen nachweisbar. Grundlage dafiir ist meistens die
posttranslationale Stabilisierung [131] durch Komplexbildung mit anderen Proteinen
[131] oder durch Mutation der p53-kodierenden Sequenzen [131] oder durch
verminderte Degradation durch Mdm?2 [135]. Eine verdnderte p5S3-Expression durch
Mutation ist die haufigste bekannte Verdnderung bei Tumorerkrankungen [163, 164].
Eine p53-Uberexpression ist mit unterschiedlichen Tumorerkrankungen assoziiert,
wie z. B. Mammakarzinom [165], leukdmischen Erkrankungen [166-168],
kolorektale Karzinome [169] oder Lungen-Karzinome [170]. Auch ein Anstieg der
Expression von p53 mit dem Grad der Dysplasie ist beschrieben, z. B. beim

kolorektalen Karzinom [136] oder beim oralen Platteepithelkarzinom [137, 138].

Das Protoonkogen CRK (Adapter molecule crk, Proto-oncogene c-Crk, p38) ist 24 h
nach einer mUV/VIS-Behandlung induziert (Abb. 53, S. 118). Sriram und Birge
(2010) beschreiben eine erhdhte CRK-Expression in Tumorerkankungen wie dem
Lungenkarzinom, Mamma-Karzinom, Glioblastom oder haematopoetischen
Tumorerkrankungen [171]. Eine erhohte CRK-Expression ist auch mit einer

schlechteren Prognose beziiglich des Lungenkarzinoms assoziiert [172].

Spot Album &%

Fold Change 1,3999642 | 1, 5430675

Abb. 53: CRK Spot Album und zugehérige Fold Change Werte, 4 min Bestrahlung

Fold Change Werte zu den jeweiligen Zeitpunkten nach 4 min mUV/VIS-Bestrahlung und das
Spotalbum fiir das Protein CRK (Adapter molecule crk, Proto-oncogene c-Crk, p38). CRK ist deutlich
im Langzeitverlauf induziert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen auch eine Induktion der
Thioredoxinreduktase 1. Eine erhohte Expression der Thioredoxinreduktase 1 wurde
im Rahmen verschiedener Tumorerkrankungen gefunden [80-85]. So z. B. beim
Mammakarzinom [82], Schilddriisenkarzinom [83], Melanom [81, 85] oder beim

Plattenepithelkarzinom der Zunge [84].
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Auch die in dieser Arbeit nachgewiesene Induktion folgender Proteine ist mit der
Karzinogenese assoziiert, z. B. RD23A, E2F1, oder p53. Eine erhdhte Expression
von RD23A zeigt sich auch in nasopharyngealen Karzinomen [149]. Weiterhin ist in
dieser Arbeit E2F1 in Reaktion auf mUV/VIS induziert. Einige Autoren beschreiben,
dass eine Uberexpression von E2F1 auch zur spontanen Tumorbildung fiihren kann,

welche noch durch den Verlust von p53 verstirkt werden kénne [115, 127].

UV-assoziierte Karzinogenese ist meistens mit der kumulativen Dosis mehrerer Jahre
verkniipft [17]. Auf UVA entfallen im mUV/VIS 25 % und auf UVB 5 %. Fiir die
Behandlung der saisonalen allergischen Rhinitis mit 6 Behandlungen betrdgt die
Gesamtbehandlungszeit 930 s [18, 173]. Hierfiir betrdgt die kumulative Dosis fiir
UVB 4 185 J/m* und fiir UVA, 20 925 J/m* [173]. Ubertragen auf das perenniale
Schema mit 1290 s Gesamtbehandlungszeit fir 8 Behandlungen in 6 Wochen
ergeben sich 5 805 J/m” fiir UVB und 29 025 J/m* fiir UVA. Die mittlere UV-Dosis
betrigt in der siidlichen Hemisphire (34° S, Sydney) zwischen 29 000 J/m® fiir
Innen-Arbeiter und 95 000 J/m* pro Jahr fir AuBlen-Arbeiter [173, 174]. In den
Niederlanden betrégt die mittlere UV-Exposition (52.28° N): 13 800 J/m2 fiir Innen-
Arbeiter und 30 000 J/m2 pro Jahr fiir AuBBen-Arbeiter [174]. Die Gesamtdosis eines
mUV/VIS-Behandlungsschemas liegt also etwas {iiber der durchschnittlichen
jéhrlichen natiirlichen UV-Dosis in den Niederlanden. Dabei ist zu bedenken, dass
die angegebenen Strahlendosen natiirlicherweise auf die Epidermis, ein
mehrschichtig verhornendes Plattenepithel, einwirken. Es befinden sich innerhalb der
Basalzellschicht der Epidermis Melanozyten, die in Reaktion auf erhohte UV-
Belastung vermehrt Pigmente bilden. AuBerdem absorbiert und reflektiert das
Stratum corneum, die duBerste Schicht der Epidermis, 90 bis 99 % der einfallenden
UVB- und bis zu 80 % der UVA-Strahlung vor Erreichen des Stratum basale [175].
Das respiratorische Epithel ist hingegen ein einschichtiges aber mehrreihiges
hochprismatisches Epithel mit Zilien und Becherzellen. Da respiratorisches Epithel
nicht physiologisch UV-Bestrahlungen ausgesetzt ist und nicht iiber vergleichbare
Schutzfunktionen wie die Epidermis verfiigt, ist davon auszugehen, dass sich die
Wirkungen der mUV/VIS-Bestrahlung stiarker im respiratorischen Epithel

manifestieren.
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Da es nach Fornace et al. (1982) keine Unterschiede beziiglich der UV-induzierten
DNA-Reparaturmechanismen unter verschiedenen Zell-Typen gibt [139] und Lee et
al. (2005) nach Auswertung einer Medline-Literaturrecherche fiir den Zeitraum 1966
bis 2002 iiber kein erhohtes karzinogenes Risiko in Assoziation mit einer UVB-
Phototherapie berichteten [33], wird das karzinogene Risiko bisher als gering
eingeschdtzt. Dennoch fehlen prospektive Langzeit-Studien um dies zu bestdtigen
[176]. Auch ist bei der Medline-Literaturrecherche von Lee et al. (2005) zu beachten,
dass auch hier die Phototherapie der Epidermis und nicht des respiratorischen
Epithels betrachtet wurde [33]. Das karzinogene Potenzial des Behandlungsschemas
fiir die perenniale allergische Rhinitis ist aufgrund der héheren kumulativen Dosis
prinzipiell hoher einzuschdtzen. Alles in Betracht ziehend, sollte bei saisonaler
allergischer Rhinitis die Anzahl der Behandlungen auf ein Behandlungsschema pro
Patient und pro Jahr begrenzt werden [173] und bei perennialer allergischer Rhinitis
die Indikation fiir ein Behandlungsschema mit mehr als 8 Einzelbehandlungen streng

gestellt werden.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit eine Assoziation
spezifisch verdnderter Proteine mit Tumorerkrankungen (vgl. Abb. 18, S. 59 und
Abb. 19, S. 59). Die in dieser Arbeit nachgewiesene Induktion folgender Proteine ist
mit der Karzinogenese assoziiert: RD23A [149], E2F1 [115, 127], p53 [165-170],
Thioredoxinreduktase 1  [80-85]. Auch die nachgewiesene Induktion des
Protoonkogens CRK ist in verschiedenen Tumorerkankungen z. B. Lungenkarzinom,
Mamma-Karzinom, Glioblastom oder haematopoetische Tumorerkrankungen
beschrieben [171]. Obwohl die Gesamtdosis eines mUV/VIS-Behandlungsschemas
etwas liber der durchschnittlichen jdhrlichen natiirlichen UV-Dosis in ndrdlichen
Breiten liegt, wird das karzinogene Risiko bisher als gering eingeschitzt [32, 33,

139]. Dennoch fehlen prospektive Langzeit-Studien um dies zu bestétigen [176].
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7.8. mUV/VIS: therapeutische Effekte vs.

unerwiinschte Tumorinduktion

Mittels Ingenuity Pathway Analyse konnten die verdnderten Proteine entsprechend
den einzelnen Zeitpunkten beurteilt und ihnen Erkrankungen zugeordnet werden. Die
Einteilung der Erkrankungen erfolgte in: Hématologische Erkrankungen,
immunologische Erkrankungen, inflammatorische Erkrankungen, respiratorische
Erkrankungen und Tumorerkrankungen (,,Cancer®). Bei genauerer Betrachtung der
untergeordneten assoziierten Erkrankungen lassen sich diese in die {ibergeordneten
Gruppen immunologisch/inflammatorische Erkrankungen und Tumorerkrankungen
einteilen. Der mUV/VIS-Behandlung konnte mittels IPA-Analysen sowohl eine
Beeinflussung immunologisch/inflammatorischer Erkrankungen als auch eine

unerwiinschte potenziell kanzerogenen Wirkung nachgewiesen werden.

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, basiert die therapeutische Wirkung des
mUV/VIS-Lichtes auf seiner immunsuppressiven und immunmodulatorischen
Wirkung. Diese wird hauptsdchlich vermittelt durch die induzierte T-Zell-Apoptose
[20], die Reduktion der Anzahl und der Funktion der Langerhans-Zellen [21] und die
Induktion immunmodulierender Zytokine wie z. B. IL-10 [22]. Grundlage der
Induktion der T-Zell-Apoptose durch UV-Bestrahlung ist die Schidigung der DNA
[22, 23]. Die Schiadigung der DNA durch UV-Bestrahlungen kann direkt durch
Absorption von Photonen durch die DNA oder indirekt {iber die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies, also durch oxidativen Stress erfolgen [30, 31]. Nach UV-
Schiadigung der DNA konnen Zellen, je nach Schadigungsausmal} und der Effizienz
der Reparaturmechanismen, die Schidden reparieren [35] oder Apoptose [36]
erliegen. Auch konnten sie trotz nicht reparierter Schdden iiberleben, was eine
potenzielle Mutationsquelle darstellt. Uber die Induktion von DNA-Schiéiden werden
also sowohl die therapeutischen Wirkungen als auch die potenziell karzinogenen

Wirkungen vermittelt.
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In Abb. 54 auf S. 122 ist ersichtlich, dass bereits unmittelbar nach der Bestrahlung
ein weitaus groferer Anteil an Proteinen, die mit Tumorerkrankungen assoziiert sind,
verdndert ist. Im Zeitverlauf kommt es einerseits zu einem Anstieg der Proteine, die
mit immunologischen/inflammatorischen Erkrankungen assoziiert sind. Auf der
anderen Seite gibt es aber auch einen Anstieg der mit Tumorerkrankungen
assoziierten Proteine. Dabei ist zu beachten, dass jeweils mehr signifikant

beeinflusste Proteine mit Tumorerkrankungen/Tumorentstehung assoziiert sind.

0 min 30 min 60 min

Immun./Infl Cancer Immun./Infl Cancer Immun./Infl Cancer

Immun./Infl: 14 Cancer total: 22 Immun./Infl: 34 Cancer total: 51 Immun./Infl: 37 Cancer total: 53
nur Immun./Infl: 2 nur Cancer: 10 nur Immun./Infl: 10 nur Cancer: 27 nur Immun./Infl: 11 nur Cancer: 27
24 h 48 h 72 h
Immun./Infl Cancer Immun./Infl Cancer Immun./Infl Cancer

Immun./Infl: 28 Cancer total: 50 Immun./Infl: 38 Cancer total: 62 Immun./Infl: 44 Cancer total: 61
nur Immun./Infl: 14 nur Cancer: 36 nur Immun./Infl: 20 nur Cancer: 44 nur Immun./Infl: 16 nur Cancer: 33

Abb. 54: immunological/inflammatory Diseases und Cancer im Verlauf 0 - 72 h

Mittels IPA (Ingenuity Pathway Analysis, Ingenuity® Systems) wurden die Proteine mit 4 min
Bestrahlung und weiterer Kultivierung fiir 0 bis 72 h analysiert. Die Einteilung der “Diseases and
Disorders” erfolgte in: ,,Hematological Disease®, ,,Immunological Disease®, ,,Inflammatory Disease®,
»Respiratory Disease und ,Cancer. Bei detaillierter Aufschlisselung der untergeordneten
assoziierten Erkrankungen lassen sich diese in die beiden Gruppen immunologisch/inflammatorische
(Blau) Erkrankungen und Tumorerkrankungen (,,Cancer, Gelb) einteilen.

Der therapeutische Einfluss der mUV/VIS-Therapie auf die allergische Rhinitis zeigt
sich in der IPA-Analyse anhand der Beeinflussung immunologischer und
inflammatorischer Erkrankungen wie z. B. Psoriasis oder atopische Dermatitis. Fiir
diese Erkrankungen konnte bereits in mehreren Studien die Wirksamkeit einer UV-

Behandlung gezeigt werden [177-181].
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Neben den erwiinschten therapeutischen Effekten der mUV/VIS-Behandlung auf
immunologische/inflammatorische Erkrankungen findet sich aber zu jedem
Zeitpunkt auch eine weitaus groflere Anzahl an Tumor-assoziierten Proteinen und
Erkrankungen (siche Abb. 54, S. 122). Bei den in den IPA-Analysen unter
Krebserkrankungen summierten Erkrankungen sind unter anderem folgende
Hautkrebs-assoziierte ~ Erkrankungen/Funktionen  aufgefiihrt:  Tumorgenese,
Neoplasie, Plattenepithelkarzinom, malignes Melanom, metastasiertes Melanom.
Weitere Krebs-assoziierte Erkrankungen sind unter anderem: Nasopharyngeale

Tumoren sowie Kopf- und Halstumoren.

Anhand dieser Ergebnisse zeigt sich, dass die mUV/VIS-Behandlung tiiber die
Beeinflussung immunologisch/inflammatorischer Prozesse und Erkrankungen eine
Therapieoption der allergischen Rhinitis darstellt, jedoch aufgrund des potenziell
karzinogenen Risikos nicht ohne sorgfiltige Nutzen-Risiko-Abwidgung angewendet

werden sollte.
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7.9. Vergleich bestrahlte Flache in-vitro und in-vivo

Bei den Bestrahlungsversuchen wurden die Zellen méanderférmig auf einer Fliche
von 78 cm’ in Zellkulturschalen (Sarstedt Inc., USA) bestrahlt (siche Abb. 4, S. 26).
Die Bestrahlung erfolgte im Kurzzeitversuch fiir 4 min und im Langzeitversuch auch
mit 4 min, jedoch zusétzlich fiir 2 min und 6 min. Laut Therapieempfehlungen zur
Rhinolight Phototherapie werden eine Dauer von 2 min fiir die erste Behandlung und
eine maximale Behandlungsdauer von 3 min empfohlen. Weiterhin wird empfohlen,
nicht mehr als 4 Behandlungen pro Woche fiir 2 aufeinanderfolgende Wochen zu
applizieren. Wegen der mianderformigen Bestrahlung im Rahmen des Experimentes

verteilt sich die Strahlungsdosis gleichmiBig auf die gesamte Fliche von 78 cm®,

Die Oberfliche der Nasenschleimhaut betrigt ca. 160 cm” bzw. 96 m* wenn man die
Oberfliche der Mikrovilli mit berechnet [182, 183]. Wegen der begrenzten
Zuginglichkeit der Nasenschleimhaut ist davon auszugehen, dass trotz vorsichtiger
kreisender Bewegungen des Rhinolight-Handstiicks wihrend der Bestrahlung nicht
die kompletten 160 cm” Schleimhautoberfliche einer Bestrahlung zuginglich sind,
sondern lediglich ca. 80 - 100 cm® und dass es zur Bildung von Hot Spots, also

Stellen mit wesentlich hoheren Dosen mUV/VIS, kommen kann.

Im Experiment wurde bei einer Fliche von 78 cm” und 2-, 4- und 6-miniitiger
Bestrahlung jeder Quadratzentimeter fiir ca. 1,5 bzw. 3,1 oder 4,6 s bestrahlt.
Voraussetzend, dass 100 % der 160 cm’ Nasenschleimhautoberfliche einer
mUV/VIS-Bestrahlung mittels des Handstiickes zuginglich sind, wiirde jeder
Quadratzentimeter fiir 0,75 s, 1,5 s bzw. 2,25 s bestrahlt werden. Es ist aber davon
auszugehen, dass die tatsdchlich mittels Handstliick zugéngliche Flidche deutlich
geringer (ca. 80 bis 100 cm?) und somit die Flichen sowie die Strahlendosen
vergleichbar sind. Fiir eine genaue Bestimmung der fiir die Bestrahlung zugénglichen
Oberflachen sollten sich weiterfiihrende Untersuchungen anschlieBen. Ob sich die
ermittelten Ergebnisse auch in vivo {ibertragen lassen, muss mittels weiterer

Experimente, z. B. im Tiermodell, ermittelt werden.
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7.10. Einordnung dieser Arbeit

Bei den Ergebnissen dieser Arbeit handelt es sich um erste in vitro Ergebnisse,
welche natiirlich in vivo mittels Tiermodell iiberpriift werden sollten. Es sind
zwingend weitere detailliertere und vor allem Langzeit-Analysen und Studien
notwendig, da Langezeitfolgen in dem vorliegenden Modell nicht beriicksichtigt
werden konnten. Auch die einer Bestrahlung zugénglichen Fliche sollte
experimentell tiberpriift werden. Auf die der Bestrahlung zuginglichen Flédche haben
z. B. auch endonasale Operationen wie die Septum- oder Muschelplastik einen
Einfluss. Zusammenfassend sollten die Ergebnisse dieser Arbeit in vivo mittels

Tiermodell {iberpriift werden.
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7.11. Fazit / Ausblick

Die mUV/VIS-Behandlung ist fiir Therapien im Zusammenhang mit
immunologischen Prozessen einsetzbar. Aber diese Arbeit zeigt auch eine klare
Dosisabhingigkeit bis hin zur erhéhten Expression tumorassoziierter Proteine. Die
Bestrahlung mit mUV/VIS induziert oxidativen Stress, Apoptose, DNA-Schiden und
sie beeinflusst die Freisetzung von Viruspartikeln aus der Wirtszelle. Daher sollte
eine mUV/VIS-Behandlung nur nach sorgfiltiger Nutzen- und Risikoanalyse

erfolgen. Weitere und detailliertere Analysen sollten durchgefiihrt werden.

Die Phototherapie wird bereits in der Therapie immun-vermittelter dermatologischer
Erkrankungen wie der Psoriasis oder der atopischen Dermatitis eingesetzt [1-3, 177-
181, 184, 185]. Nach Leong (2011) variiere die Qualitét publizierter Studien iiber die
intranasale Phototherapie und die Empfehlung fiir eine intranasale Phototherapie
konne derzeit als schwach eingeschétzt werden [176]. Die intranasale Phototherapie
fiihrt zur Schadigung der DNA [17, 32, 34] aber scheint nicht fiir eine Karzinogenese
zu pradisponieren [32, 34]. Allerdings werden prospektive Langzeit-Studien benotigt
um dies zu bestitigen [176]. Fornace et al. (1982) verglichen die Reaktion
verschiedener menschlicher Zelltypen (bronchiale Epithelzellen und Fibroblasten
sowie Hautfibroblasten) gegeniiber verschiedener DNA-schidigender Reize wie der
UV-Bestrahlung [139]. Die Haufigkeiten UV-induzierter DNA-Schiden, wie DNA-
Einzelstrangbriiche, waren in allen Zelltypen gleich nachweisbar [139]. Dies deutet
darauf hin, dass es keine Unterschiede beziiglich der DNA-Reparaturmechanismen
unter verschiedenen Zell-Typen gibt [139, 173]. Nach einer Medline
Literaturrecherche von Lee et al. (2005) fiir den Zeitraum 1966 bis 2002 ist kein

erhohtes karzinogenes Risiko nach UVB-Phototherapie festzustellen [33].

Obwohl Untersuchungen beziiglich der Sicherheit der endonasalen Phototherapie
nahelegen, dass UV-induzierte Schidden der Nasenschleimhaut effizient repariert
werden [32, 34, 139], bleibt eine gewisse Unsicherheit beziiglich des karzinogenen
Potenzials, da Langzeituntersuchungen weiterhin fehlen. Daher sollte die Anzahl der
Behandlungen auf ein Behandlungsschema pro Patient und pro Jahr begrenzt werden

[173].
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Als eine alternativen Bestrahlungsquelle mit geringem Tumorrisiko kann ,,cold
atmospheric pressure plasma*“ (CAP) diskutiert werden. Im Rahmen der Arbeit von
Metelmann et al. (2013) wurde das kanzerogene Risiko einer Bestrahlung mit CAP
bewertet. Hierbei wurden 15 definierte und mittels Laser erzeugte Hautwunden
anschlieend mit kaltem Plasma bestrahlt [159]. In den Kontrolluntersuchungen tiber
einen Zeitraum von 12 Monaten Plasmabehandlung wurden keine pridkanzerdsen

Léasionen detektiert [159].

Lendeckel et al. (2015) untersuchten den Einfluss einer Behandlung mit kaltem
Plasma auf ein Zellkultur-Wundmodel sowie die Auswirkungen der Bestrahlung auf
Proteomebene [157]. In der Proteomanalyse wurde die Induktion von oxidativem
Stress z. B. durch Induktion des ,,Nrf2-mediated oxidative stress response* als die
am meisten beeinflusste zelluldre Reaktion und damit als mdglicher Hauptmediator
der verbesserten Wundheilung nachgewiesen [157]. Weiterhin wurde die Induktion
von Proteinen nachgewiesen, die mit der Reparatur von UV-induzierten DNA-
Schiden assoziiert sind. Dieser Effekt wurde auf den UV-Anteil im Plasma
zuriickgefiihrt. Im Rahmen der Arbeit von Lendeckel et al. (2015) konnte eine
beschleunigte  Wundheilung bestitigt werden [157]. Die Wundheilung
beschleunigenden Wirkungen der Plasmabehandlung werden als dosisabhingig

beschrieben [157].

Festzuhalten ist, dass die mUV/VIS-Behandlung fiir die Therapie der allergischen
Rhinitis einsetzbar ist. Diese Arbeit zeigt eine klare Dosisabhédngigkeit bis hin zur
erhohten Expression tumorassoziierter Proteine. Die Bestrahlung mit mUV/VIS
induziert oxidativen Stress, Apoptose, DNA-Schiden und sie beeinflusst die
Freisetzung von Viruspartikeln aus der Wirtszelle. Daher sollte eine mUV/VIS-
Behandlung nur nach sorgfiltiger Nutzen- und Risikoanalyse erfolgen. Weitere und
detailliertere Analysen sollten durchgefiihrt werden. Als eine Alternative mit

geringem Tumorrisiko ist ,,cold atmospheric pressure plasma“ (CAP) zu diskutieren.
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8. Zusammenfassung

Eine neuere Anwendung der Phototherapie ist die intranasale Bestrahlung mit
mUV/VIS (70 % sichtbares Licht, 25 % UVA, 5 % UVB) zur Behandlung der
allergischen Rhinitis. Verschiedene Arbeiten zeigen hier eine Reduktion der
Symptome der allergischen Rhinitis. In der vorliegenden Arbeit wurden die
zugrundeliegenden  molekularen  Mechanismen und  Verdnderungen  auf
Proteomebene in humanen respiratorischen S9-Epithelzellen nach Bestrahlung
untersucht. Hierbei wurden respiratorische Epithel-Zellen fiir 4 min bestrahlt und
anschlieBend fiir 0, 30 und 60 min sowie fiir 24, 48 und 72 h kultiviert. Mittels 2D-
Gelelektrophorese wurden 1665 Protein-Spots im pH-Bereich von 4 - 7 und einem
Molekulargewicht von 10 kDa bis 120 kDa aufgetrennt und detektiert. Hiervon
konnten 897 Proteine identifiziert werden, die dann fiir weitere statistische Analysen
genutzt wurden. Die statistische Auswertung zeigte, dass bis zu 262 Proteine nach
4 min mUV/VIS-Bestrahlung in ihrer Proteinexpression verdndert waren. Dabei
zeigte sich die groBte Verdnderung 24 bis 72 h nach der Behandlung. Fiir die
Ermittlung einer Dosisabhidngigkeit wurden ebenfalls nach 24 und 72 h Proben
analysiert, die zudem einer 2- und 6-miniitigen Bestrahlung unterzogen wurden.

Hierbei waren 294 Proteine in ihrer Expression veridndert.

Aufgrund erhohter UV-Strahlung werden dosisabhéngig direkt zunehmend DNA-
Schiden induziert, die anhand einer dosisabhingigen Induktion von DNA-
Reparaturmechanismen nachgewiesen werden konnten. Fiir indirekte Effekte zeigte
sich eine Erhohung weiterer zellschddigender Noxen wie oxidativer Stress. Dies
konnte ebenfalls dosisabhéngig anhand der Induktion des Nrf2-Pathways, von
spezifischen Hitzeschockproteinen, der Induktion der Thioredoxinreduktase sowie
der verminderten zytoplasmatischen Nachweisbarkeit von MEK1 und ERK2(ERK1)
nach mUV/VIS-Bestrahlung dargestellt werden. Neben der notwendigen Reparatur
der DNA-Schidden kann die Zelle auch den Weg des programmierten Zelltodes
gehen. Es zeigte sich eine dosisabhidngige Induktion der Apoptose, was u. a. anhand

der dosisabhingigen Induktion von p53 bestitigt wurde.
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Persistieren DNA-Schidden ohne Induktion der Apoptose, dann begiinstigt dies die
Tumorgenese. Eine Induktion der Tumorgenese ist anhand der Induktion des
Protoonkogens CRK oder des Tumorantigens p53 sowie weiterer Proteine wie

RD23A, E2F1 und der Thioredoxinreduktase 1nachweisbar.

Das karzinogene Risiko wird sowohl fiir das Therapieschema der saisonalen als auch
der perennialen allergischen Rhinitis bisher als gering eingeschitzt. Dennoch sollten
aufgrund der ermittelten Ergebnisse zwingend weitere detailliertere und vor allem

Langzeit-Analysen und Studien folgen.

Ebenfalls konnte aufgrund der molekularbiologischen Analyse auch ein Bezug zu
Fallberichten einer UV-induzierten Herpes-simplex-Infektion hergestellt werden. So
sind Proteine, die mit Mechanismen der Virusfreisetzung aus der Wirtszelle

assoziiert sind, nach einer mUV/VIS-Bestrahlung erhoht.

Die erzielten Ergebnisse legen nahe, dass aufgrund der beschriebenen molekularen
Verdnderungen eine mUV/VIS-Behandlung nur nach sorgféltiger Nutzen- und

Risikoanalyse erfolgen sollte.
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12.1. Erganzendes Material

1. Signifikant verédnderte Proteine 2, 4 und 6 min Bestrahlung 24-72 h
Inkubation (S. 150)

2. Signifikant verdnderte Proteine 4 min Bestrahlung 0-72 h Inkubation (S. 170)

3. PCA-Analyse (S. 191)

4. TPA-Analyse fiir 4 min Bestrahlung und 0-72 h Inkubation (S. 195) und
Assoziierte Proteine zu ausgewéhlten ,,Molecular and Cellular Functions* der
IPA-Analyse 4 min Bestrahlung und 0 - 72 h Kultivierung (S. 196)

5. IPA-Analyse 2, 4 und 6 min Bestrahlung mit 24-72 h Inkubation (S. 197)

6. IPA-Analyse der Cluster 1 bis 10 (S. 202)

7. Cluster-Analysen fiir 4 min Bestrahlung und 0 — 72 h Inkubation (S. 206)
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12.1.1. Signifikant verinderte Proteine 2, 4 und 6 min

Bestrahlung 24-72 h Inkubation

Tab. 22: signifikant verinderte Proteine fiir 2, 4 und 6 min Bestrahlung und 24, 48 und
72 h Inkubation
Die folgende Liste beinhaltet alle mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie

identifizierten und signifikant mit einer mindestens 1,5-fachen Verdnderung im
Vergleich zur Kontrolle (Fold Change Wert 1,5) verédnderten Proteinspots des DIGE-
Experimentes. Der Fold Change Wert wurde in mehreren Schritten statistisch
berechnet. Im ersten Schritt erfolgte die Normalisierung jedes Proben-Spots in
Beziehung zum korrespondierenden internen Standard. Diese Normalisierung erlaubt
auch den Vergleich zwischen den verschiedenen Gelen. Es folgte die Berechnung der
Medianwerte aller vier technischen Replikate einer Probe. Im letzten Schritt wurden
dann die Medianwerte der behandelten Gruppen dividiert durch die Medianwerte der
korrespondierenden Kontrollen. Die Proteinidentifikationen aus der MALDI-TOF-
Massenspektrometrie wurden erginzt durch die Fold Change Werte zu den einzelnen
Zeitpunkten und mit den Daten aus der Ingenuity Pathway Analyse Software. Spots
mit Mehrfachidentifizierungen wurden aufgeteilt in jede einzelne Identifikation und
ein entsprechender Vermerk an die Spot-ID angefiigt (z.B. ID 111 1, ID 111 2).
Proteine, die in mehreren Spots identifiziert wurden, sind mit einem *
gekennzeichnet worden. Griin markierte Werte visualisieren eine reprimierte und rot

markierte Werte visualisieren eine verstirkte Expression.

150



12. Anlagen

$10dg USYOI[PAIYISIOUN W JOQB USUONBYIJNUIP] YT 61/1
1240 wseidoiny T ewwes ‘unde 1910V 910V T 1£52801] T 0£z09€Ql
FEmT wseidoiiy T ewwes ‘unde TO10V EYRTT ozvvLIAl
FEIT) wsejdolhy T ewwes ‘unde 1910V OOV 9 T T (08al] Z erTIqI
13430 wsejdoik) T ewwes ‘ude 191V +OL0V [90#2890°T- yotTal
130 wsejdorhy T ewwes ‘unde TOLOV +OLOV 15269911 | <z occall T uotal
13430 wsejdoiiy T ewwes ‘uide 1910V O10Y 259503 |oz6Lz6 | 69.al vLo1al
Bpo | wsedoo | 1 ewwes unoe 1910V 2510V TEb6E0 T | 1 [szzeTTTT [ T swzal| T ecotal
1330 wseidoiAy T ewwes ‘uipe TOLV = 1901 L9010l
FEIT) wseidoiAy T ewwes ‘unoe 910V PEYRTG - [ T- | T sial| T v9otal
o | wsedorio T ewwes ‘ue 1910V PETERNG [ , ¥ 9vzal| ¥ ssotal
13430 wsejdoiiy T ewwes ‘unde 1910V D10V T sk/alf 1 ssotal
FET) wsejdoiiy T ewwes ‘unde 1910V 910V z e9Lal| T voTQI
FEIT) wseidoihy T ewwes ‘unde TOLOV 9LV |6Z2SES 5 STE | 5 T £04£91Ql] T S€01dl
FEIT) wsejdoihy T ewwes ‘unde 1910V D10V |9LBTITTT- |TE0VE | E 0'T- T €pLQl| T €€01Al
FET) wsedoiiy £13q ‘uoe a1y L1V S | 9SPBTSOT- | T TESTBAI( T 0LT09EA!
13430 wsejdoihy £33q ‘unde a1V La10v v 6v/Q1] + 8L0TQI
30 wsejdoihy e12q ‘unde a1V L810V |EBELSH yTHHEEC ESSYEP0'T | T 8vLal| T ecotal
1330 wsejdoiA) £13q ‘ude a1y 10V 01T- S+90 T | T scLalf  z vsotal
FEITT) wseidorhy £13q ‘ude a1y LAV r 1 € 9vLaQl] € 8s0Tal
By snapnN ¥9 aij-ude V910V +¥910V [SPOTTIZTT- (8 S |s£ezzso'T- T z9s8stall  Z zesal
FEnT) EEEL V9 Syi-unoe Vo100V V910V |609SLEOT | 5589260 T 1 T 9£9/5101| ¢ vceeoeal
) SseuonEoUG y $194d 1949 T 8660I| T €ep1dl
S) HaV8IH HQIHE 956€ E T 8seTal
asejeydsoyd | umouwjun £13q 'y uungns aTycddd avve E T £9.Q1
A 17 yd us
asejeydsoyd | wsejdoiAy eyd|e 'y 3ungns VI¥Zddd YVVZ E € 8¢8al
A P
4
u o [ A 3317 VI¥Zddd VYT | | | 1501 1080l
ydsoy o | Aaoweingai VIdZddd | VWV | csosall  zsscan
asejeydsoyd | wseidoify eydje ‘v uungns YI¥Zddd YT I T 91EEql
A 3317 yd us

151



12. Anlagen

s10dg UAYOI[PAIYOSIONUN JIUT IO USUOT)BJIIUIP] AYOTI[S 4 61/C

13430 ewseld |2ojowoy £ waioid PajejaI-Unde E4uY EULOV JEdHY Zevzall  Z szotal
i3y0 Busiquisiy (3sead) TR LJEdYY |S 5 [ SE0D i FYTC T U
ewseld |Sojowoy ¢ wa30.d PA3eRI-UNIL E4¥Y

5] ysuenjAsoquoydsoyd aur 14dY 1dv

LOLTPEQI

T ewselg Sueiquaw ewse|d 53ko0dipe dVINdY dYINdY |8 T £££51501| ¢ 15850¥Al
FET) Suelquapy 9y uixauue YXNY GYXNY € 6512Zal
ewse|g
13430 ewse|d SY uixauue SYXNY SYXNY T wﬂmn__ T ¢ mvmﬁn_
swAzus wsejdoih) £V uixauue EVXNY EVXNY
13Y30 BueiquBly TV uixauue TYXNY +TYXNY
ewse|d
13y30 aueiquiapy TV uixauue TYXNY VXNV
ewse|d
B0 sn3pnN (3439 “Ajnwey Zg un Yy JTEANY JTENY
Je3pnu (YPu-3unn3)) Appe

[Ssepndsd | wsedorko | ssepndsdoune fuoy N [S6LEv60T- [SLOVSELT TOTSTETT- [ThesTerT- [989sLert
[ 3euiodsuen a5eds uiwnge awv naw BLYBOTZ - |LVOETL
Je|njjacenx3y
awAzua | wseidoily TV Jaquaw TYEHATY V6TV
‘Ajwey g aseuadoipAyap apAyapie
FET) wsejdoiA) (3seaA) T Sojowoy aseq )y uizoxd TYSHY TVYSHY
EQ06 XPOYS 183Y JO JOIBAIDE TYHY
) € ydsouy EWOd «TWOY Z 081Z£al Z L690l
5) € ydsoy €EWNOd +TWOV [TESS |es ¥TZSSL0'T- [€0£6501 I ED6SS

98ETql

T TSESOPAI

T 9/£al| T LLotal

FEIT) Busiquiapy 1 3|n>3jow 3unejndas uoisaype TWHaY Z zsotal
ewse|d
1330 ewsed T 3|nJajow Sunejngal uoisaype TWHaY T €901
1330 wseidoiio (3seak) e3aq undenuad ’g GTHLOV ALY € $6280I] € £90TEQI
Sojowoy T wai01d pateja-unde Td¥yY

13430 wseidoihy + eydje ‘uluipe YNLOY +HNLOVY T 00480l
FEITY wsejdoih) $ eydje ‘uluie PNLOV «PNLOY 686689141 LyTeal
1330 wsejdorko b eydje ‘ulinoe PNLOY «PNLOV T 61€Ql| T 81sql
1330 wsejdoiky ¥ eydje ‘ulunde PNLOY PNLOY I Smo_
13y10 wsejdoih) T ewwes ‘ude 1910V «OL0V

30 wsedoiiy T ewwes "unde 1oLV .OI0V |£99209T 9919 9/550L0 T650550 8T 1- |L8CCSOC I~ |6866v80 1- ; ¥ LELQI| ¥ vBESTYAI

152



12. Anlagen

s10dg uoUOIPAIYIsIOIUN I e USUONLNYIUIP] SYOIIT 4

ewselg

Sojowoy £ ui2301d pa3ejRI-Unde E4YY

5 T uiaj01d eQyQ9 ¥20ys 1eay TAdSH 09HD
13430 ) d Suipuiq (j1e3 o M) zad 248zad 78700
1038|n331 snapny 5 S0j0WOY X0qowWoIYD 5X82 SX8D z 1cotall  z o9stal
uondiunsuen
J01e|ndas snapny 5 Sojowoy xoqowoiyd 58] JSXED T 6s0tall T ogstal
uondunsuen
uondinsuen | snapny £ Sojowoy xoqowoiyd £X82 819104l
|uondiosuenn | snepnN | I S0jowWwoy Xx0qowoiyd X80 | €T0¥bL1Q1] 868£91QI
3wAzus wsejdoihy  asepnpai jAuoqied $HED pHED T 1EpQl Z €690l
FEIT] wsejdoih) (3uaweyy unde) wizloid Suddes 1VZdvD VYD € 91ZL101
asepndad | wsedoiAy g uisdayies as10 TR 7 6sotall z ogstal
asepndad | wseidoiy g wsdayied as10 aivo
13430 aueiquapy T uiz301d pazenosse aphd |22 TNINAYD TH4VD
ewse|d
13430 snapnN ay1|-urjosj23 04V O0d¥) |SLELEGT'T- |LLLYPBST- |TL6L9Eb'T- [ST8ITT-  [SPLLTIZT- [TLOPTPET- [S60£920
‘(wawe)y unde) uisrosd Suiddes
FEE) wsedoiiy uiuawn|es mvo NIV 6101 8T10%50AI
FET] wsejdoiA)y uluswnjes nvd NIV 0TZEBEAI LIEESAI
uondinsuen | wseldoiA) uljnonased HIVD HIVD T L6801
uondinsuen | wseidoiAy uijnonased i) R ) T IS¢l T sbLal
uondudsuen | wsejdoihy ulnonaJjed WV VD
10engas | wsedoik ulnonaijed L) )
uondunsuen
FET] wsejdoiA) (e32p sapnpui) WIYD cztial
‘aseury asejlsoydsoyd) T uinpowied TWIYD I
13430 wsejdoiky T uowsapies e) 1a1¥ | 6506£ql]
1n3; 5] 13304d 1q >qn: 48012 48012 E
uondiunsuen b ‘T 3usuodwod wawadwod
[ Swkzus wsedoiio Y 35ePNpa1 UIpIaAIIq CRISE] vaia T 1v8Ql] T €stIal
FET) wseidoik) [1siuoZe peap uiewop Sundesanu £HE aig Qg T 8s0tal] T 96STAl
Joiendas snapny 1 wiayoud jeusis 1dSv8 «TdSvE 69941 9€eql
uondunsuen payoene auelquaw ‘Juepunge ueiq
uondudsuen | snapny P3yDene 3uBIqaW ‘Juepunge ulelq 14SY8 +1dSvE B89€8+Al
d: %) 813q T4 |eL J 85d1V 841V SPESOLTAl LELEQI
‘Sunuodsuen +H ‘aseyiuds 41y
d A ‘Burod +H As d1v 85d1V +8d1YV TL0ZoEql
dsu %) £33q ‘xa|dwod T4 |ex pouw 85dLY L8d1Y v €9/l ¢ LvOTQI
‘Surpodsuen +H ‘aseyiuds 41y
[ swizus | umowjun "Suniodsuen +H "ssequis d1v HSdLV HSdLY | T 1z0t0)]
FET) ENEETE (asead) [3TR1 +EdHY

1an

153



12. Anlagen

s10dS uQUOIPAIYISIOIUN I JOE USUONLNYIUIP] SYOIIT 4

61/v

13430 umowjun 6 J23quiaw 62MYNG 62NG
‘2 Anweyqns ‘Sojowoy (opdsH) reua
awAzua snapnN T jaquaw TVIVNG TVING |
‘v Anweygns “Sojowoy (opdsH) reug |
13430 A0 | "8 Anwey lowoy (opdsH) reug TI8MvNa 11810
13430 snapnN [ wajoud Suipuig ¥NQG Jyads P 1800 1800
awAzua SnapnN xoq (dsy-ejy-nj9-dsy) avia V61Xaa V6100
13410 wsedoy T URDEuAp TINLDQ .TNLDQ
13410 wsejdoiky T udeulp TNLDA LINLDa
1330 wsejdoiky Zuey ZITONAQ Z110a
2eipauwaul ‘T Jwse|doyd ‘uisulp
3wAzua SN3PNN Paienosse-awosoadids LZIMD LZIMD LTIMD
1330 ewse|d |‘(ui=ioud pazer u3yped) uluned TYNNLD TVYNLD
13430 Sn3pPNN 9 Uunqgns awosojeusis 640D 95402 +9INSD
13410 X Is 640D 95402 +INSD
13430 5] FZT IS 640D 5400 NSO
[ swizus | wseidoiiy Suipuiq 13050 1305
YNY ‘T3 Suluiejuod uiewop ¥20ys pjod
1340 wsejdoik (ueine) Sojowoy AHD A¥D
auasoouo OTLD SNNA BWODIES YD-A
1310 umowyun 1l auidod T3INdD TINdD [£98T
sauodsuen | snapny 1 3uidod T3INdD +T3INdD
sauodsuen | snapny 1 auidod T3INdD +T3NdD |#9
sauodsuen | snapnN 12udod T3INdD LT3NdD [S6
13410 wseidoy’y | gr 'w=301d SUIpUIq UNSE "UILCI0) 8T0¥0D .8T300
1330 A | a1 ‘walo0id Suipuig unde ‘uiuoiod 4T0¥0D .8THOD |56
13430 A0 | 81 ‘waioid Suipuiq unde ‘uiuoiod AT0¥0D +8TH00
13430 snapnN (3Psnu-uou) T uiyod j3F5) 1400
1330 wsedoik Jipoe ‘g uwuod|ed ENND +ENND
13430 wsedoiky Jipoe ‘g wuod|ed ENND +ENND
13430 wsejdoiky dipoe ‘g wuod|ed ENND +ENND
asepndad | wseidoik (Anwey oz asepndadojiezaw) ZdaND TdAND
Z asepndadip 4aND
Bypo | wsedoky 6 urasoid 60HD 60HD |6
Suipuiq YNQ 35212y UIBWOPOWOIYD

als| 8
Bl5 &2

- m
~ - ":
Eﬁ
g g

B
m
S -
R m'm
L
8 8|8

6IETAl

T EEESTSAI| T 1585t¥AI

€ 66£Q1] € LETTAI
T 9ebal
T Z06Ql
T8EQI
TLYOBEQI
0ssal

e
g8

ZEQ! T £6901
SESQ 656920l
T 9124101

Z zszial

o~
m
(]
8

€ L0101

5950l

8zotal zostal

a m

o
g B
a a

T LS5Q1| T 8skLTal

z L4501 Z Z18al
9dI| € ££ES0+AI
€ LLOYBEQI

T €690

+ LLOPBEQI

809sEzal
wotal

o
m

89110l
s9TIal

T vsTIal
Z 816al

€ SE01Al

154



12. Anlagen

s10dg uoUOIPAIYIsIOIUN I e USUONLNYIUIP] SYOIIT 4

61/S

wse|dolA) | 2uUbna| pue UIBWOP Hg 'UonDelalul

5] (sers182120 °5) 3q-TON3 043 «VIOY3 1298610l
5) 3 aseyd s 01 19 71459 EETE
uonejsuen
g ) T uor aseyd§ 01 19 TLdS9 VENI
13430 wsejdoiky T Jequiaw ‘(pedio) T806dSH 1dN3 vZ6ZETal
£13q BQY06 UIR10.d poys 183y
5] ( ‘ewwes)  3sejous ZON3 +OON3 T €560l
swizus | wseidoao {leucinau "ewwes)  ssejous ZON3 +OON3 06LE601
awAzua wsejdoih) (eyd|e) ‘T asejoua TON3 YON3 ST0TQl
soiendas | wseidoihy 1 uungns ‘g 1€413 1€413 T LecTal
uone|suen 10108 UonEINUI UonBjSURL JloAieyNa
sogn3as | wseidoiy 9 uungns ‘g 9€413 #OEd13 T 6bal| T 8LoTal
uonejsuen 10108 uoneryul uonejsuen Juokieyna
4 [10103 uonenul uot 1 Juokieyna o413 +OE413 |z owal| 7 ssotal
g A3 [2013e; uonenyui uor: 1 Juokeyna OFd13 +OE413 B
soen3as | wsedoik T lovey 7433 [ZE] E
uonejsuen uone3uoja uonejsuesy Jnolieyna
1031en331 wsejdoih) 3pnoajpnu auluens) e3jap T Joey art433 L.a143 E Z 91€Tql
uonejsuen uone3uoja uonejsuesy Jnolieyna
uonejsuen | wse|do; UORESUO|a Uone[sUel] JoAIByNa at433 La1d3 |6eE R 8LZ10l
) I I ouokseyna ar433 .ari3 |z sesal| T uzial
S 1 I ouokseyna ar433 .ara3 | 86v60£Ql|
g 5 I I ouokieyna ar433 .ari3 |2 1020201
Jojensa1 | wseidoiio Z e33q T Jodey 781433 ar43 096al]  €£5€65QI
uonejsuen uone3uoja uonejsuesy Jolieyna
1doiko xosad ‘T Ay yo) jAoua THO3 THI3 0 5 $00T- | T ceeal] T cseral
awkzua snapnN xoq (dsy-ejy-n|9-dsy) av3a V6EXAQ V6EXA 5 | - |969SS€E 21095 =
13y30 wseidoiky T uugasp INEa CET
1230 wseidoiky T uugasp INEa .83¥0
[ swfkzus | wseido: T SWi|-SSeulpIuL ip ZI15Ada L21Ada
awfzua [ wsedoiky z aqi-aseuiplwuidospAyip Z15Ada +21Ada
awfzua [ wsedoify z aq-aseuiplwuidospAyip ZI15Ada +T1Ada
awhzua snapnN uunqgns Aossande za10d .2004a oTval
‘Z ey2p ‘(pavanp yNQ) asesawhjod
3wAzua snapnN | ‘Z eyap ‘(pavanp yNQ) asesawhjod 20104 +20040a STIvbeal
awhzua snapnN uunqns Aossane Za10d +2004a cz8sstall  seggraql
‘z e3ep ‘(pavasp yNQ) asesawhjod
13430 wseidoify | sursoikioydsoyd "us3oid 103depe T1ddv 8E1dd bS6PTI0T |S 0’ S 9SES6ZT I~ |8 0T | otpsssial| ow/zzidl
13y T1ddv VETdA TS8TLLT 1260 EVBOTT I- [9SEBTOET T

155



s10dg UAYOI[PAIYOSIONUN JIUT IO USUOT)BJIIUIP] AYOTI[S 4 61/9

=y0 wsejdok T Jouqiyul uoREDOSSIP 49 Tias «VIao

FET wsedoii T JOuQIYUI UORENOSSIP 4a9 TIao Va9 T9ssall T szeal

T 3pr 1od e33q “(ur [ZIE) +2889 6zzL101
ewseld [9)u=o0id Suipuig 3piospnu auluens
7 apndadAjod elaq ‘(uizy0id ZaN9 «c889 € £680I| € ¢s8Z1al
ewseld (9)u@io0id Suipuig 3pioapnu auluens
1 aprdadijod e3aq ‘(wisioid TaND 1889 5 v €680l ¥ Z8zIql
ewseld (9)u=o0id Suipuig 3pioapnu auluens
3wAzus wsejdoihy gy |ennau ‘eydje ‘asepisodn|g av¥NYD 1 0150l
awAzua wsejdoihy gy |1ennau ‘eydje ‘asepisoon|d YNVO é
awhzua wsedoiky gV [ennau ‘eydje ‘asepisoon|3 gYNYO | 9809T60°T- | BTE9SS g ¥BH9E | T 10€Q1
3wkzua wsedoiky gy |ennau ‘eyd|e ‘asepisodn|3 GYNYO [9%9¢ 3 z6zal 96¥al
swAzus wsejdoih) gy |ennau ‘eydje ‘asepisoon|d aVYNYO
ErmeTy wse|do: gV |ennau ‘eyd|e "asepisoon| GYNYD 1 T9LTS+AI

awAzua wsejdoihy gy |1ennau ‘eyd|e ‘asepisoon|d 8YNVO TET T- T 9v91QI| T LE660EQI

awAzua wsedoiky gy 1ennau ‘eydje ‘asepisoon|d 8VYNYD (3838 744]]
aseuny wsedorko T aseunjoroejes I ICE) VD T 66£Q1] T LETTAI
12410 aceds T 11-unelsjoy T11S4 1S4 T 6£80l| T 6Lvb1al

Je|n|@2enx3

awhzua [ wsedodhy [ e £9 ‘6 wai0id Buipuiq 905N 6dEd 644

awAzua snapnN eQ)65 ‘v Wai0d Suipuiq 90534 AN JrdENd

awkzua snapnN eQi6s ‘v waloud Suipuig 9054 PpdENd R2TRE] STITPTO'T- (SBSLYTO EBELBTOT T £L£50v01

Swizus | wseidodly | Q¥ 59 0T uis30id SUpuIq 5053 oTd&Nd otad vLSTETAl

1auodsuen adedg uiajosdoias-eydje ddv Vi34 € Lz9ql
Jejnjj@denx3
FET) Bueiquiapy uuza ¥z3 N3
ewse|d

12. Anlagen

0 T 1 13H13 T3HL13

T €910l

€ EEPTAI

156




12. Anlagen

s10dg uoUOIPAIYIsIOIUN I e USUONLNYIUIP] SYOIIT 4

61/L

T 1994l

T _1S0TLpAl

T 98TEEq!

T 1256201

€ s190l
T ozadl

€ 6/801
T 8z8dl

898all  €sessql
T £9£Q1| T S6£90E0l

11Z1al
T vL601| T Ly6TTyal
T 890l T €psal

TLL99¢e01

81eql

T- |1 e1€6220I

T 8£80Z1al

$eo1SLIql

61010l

£s0ztal

S0sal

FET) snapny Jeapnu snoauadosanay THJNYNH +THYNH
1330 snapnN (H) TH uim0udoapnuoqu THANYNH | JTHYNH
Jeapnu snosuadosanay
1Py0 snapnN Jeapnu snoauadosaay THANYNH +THYNH
1350 snapnN (H) TH um01do3adnuoqu THANYNH «THYNH
Jeapnu snosuadosaay
£ | woo-ihieni3 £-AxoipAy-g TSOOWH +TSOWH |
SwAzus wse|do; [21anjos) T aseqiuks TSOOWH «TSOWH
voo-iAsein|SjApaw-g-AxoipAy-g
018y yamous adeds 10108} Yamou2 panuap-ewoieday 490H +390H
Je|nj@denx3
3018} yImoid aceds 10108} Yamoi3 panuap-ewoleday 490H +390H
Jejnj@2enx3
10108} yamoa3 [Jen|@oenx3 | Jo1de) yamolE panuap-ewoleday 490H +390H
awhzua wseidoiky | T eSawo asesassuen-g auolyieInd TOLS9 10159
%) T 5] 8HS9
Swhzus wse|doyy | -5500nE) § ui=n0ad eQi0Z P0Ys 183y SYdSH +8Ld¥D
awkzua wsedoky | -as00ni3) § uiaioud e@Y0L F0Ys 13y S¥dSH +8Ld¥D
awAzua wsejdoihy (e@38L "uss d SYdSH +8L4dY¥D
-a500n(3) § uiaoud e@YOL H20Ys 13y
awkzua wsejdoiky | -2502ni2) 5 uialoud e@iOL FP0Ys 183y S¥dSH +8Ld¥D
awhzua wsedoky | -8s00ni2) § uiaioud e@YOL F20Ys 183y S¥dSH +8LdY¥D
awhzua wsejdoik (eq¥gs ‘uir0ud parendas S¥dSH +8LdY¥O
-8500n(3) § uiaioud e@YOL F0Ys 183y
awhzua wsejdoiky (ea¥g, 'uiarosd parejndas SYdSH +8LdY¥D
-2500n(3) § wiaoud e@YOL F0Ys 13y
3wAzua wsejdorko (e@8, ‘uiar0ud paze|ns: S¥dSH +8LdY¥D
-2500ni2) 5 wiaoud eQ@YOL H20Ys 13y
SwAzus wsedoiiy ?Qawh "uisio1d pase|ngas SVdSH +8LdY¥D
-2500n(3) § wiaoud e@YOL F0Ys 183y
1330 ewse|g T wai04d pajenosse TdI¥9 TdVdIy9 «TdVHO
1330 3usiqusiy T wiay0.d pajenosse 14149 TdVdI49 +TdVHO
ewse|d
f | H-08 2 aseuny uizioxd HSON¥d azn1o
FET) adeds uljosps NSO «$139
Je|nj@denx3
13430 1e|n|j2cenx3 ujosp3 NSO «S139
FENT) aceds ujospRs NSO «S139
Je|n22enx3
wsedoily T J03QIYUI UOREDOSSIP daD 2109 ELE)

T 9v9tal

T LEGGOEQI

Tzal

157



12. Anlagen

s10dS uQUOIPAIYISIOIUN I JOE USUONLNYIUIP] SYOIIT 4

61/8

%) T v ssep ‘[ ) TVYV06dSH +V06SH
eydie egype waroid uuo._m ﬁm:
5] T v ssep 2 A3) TVV06dSH | 4WO6SH
eydje @06 urai01d yooys 183y
13y30 wseidoiky |1 wai01d eQAOTT/EAASOT HPoUs 183y THASH «SOTSH
JB3y0 wseidoyky |1 wazosd eQOTT/eQASOT HP0Ys 183y THJSH «SOTSH
13430 wsejdoyAy | 1 wialosd eQOTT/EQASOT HPOYS 183y THASH +SOTSH
13y10 wseidoaky | T wai01d eQHOTT/RQASOT ¥P0Us 183y THdSH +SOTSH
B0 ) (& 140 € 3o Yooy EX00H EJ00OH
sauodsuen snapny (v Jo108) JUBWYPDRNE NdNYNH «NdYNH
pioyjes)  uraloidoapnuoqu
Jeapnu snosuadosazy
sauodsuen | snapnN Pioye3s) n ui101doapPnuogu NdNYNH «NdYNH
Jeapnu snosuadosaay
Jauodsuen snapnN !otﬂ-m- N uisi01dospnuoqu NdNYNH «NdYNH
Jeapnu snosuadosnzy
12y10 snapnN X uE u JdNYNH WAdUNH
Jeapnu snosuadosazy
Bypo sn3pnN % ur0sdoapnuogus AdNYNH AdYNH
Jeapnu snosuadosaay
13430 snapnN Je3apnu snoauadolalay AdNYNH +AdUNH
12430 snapny % usosdoapnuoqu AdNYNH «AdUNH
Jeapnu snosuadosnzy
13430 snapny 3 usioidoapnuogis AdNYNH +AdUNH (88
Jeapnu snosuadosaay
FET] snapny N UK 13 AdNYNH «AdYNH
Jeapnu snosuadosazy
FEIT) snapnN 3 uiB01doapnuogqu AdNYNH IdYNH
Jeapnu snosuadosnzy
FET) snapny Jeapnu snoauadosaay AdNYNH wAdHUNH
FET) snapny Jeapnu snosuadosaay JdNYNH 4dHNH
3y0 sn3pnN T 31-n wiaoidoapnuoqu TINANYNH «CTHNH
Jeapnu snosuadosazy
1=y0 sn3pnN T ail-n winoidoapnuoqu TINANYNH «CTUNH
Jeapnu snosuadosaay
13430 snapnN Je3apnu snoauadolalay TINANYNH | JTIENH
By snapnN T 3il-n uoidozpnuoqu TINANYNH «CTENH
Jeapnu snosuadosnzy
FET) SnapnN JE3pnu snosuagoiaEy ZHANYNH | LZHENH
JEL) sn3pnN [:H) ZH uisio1doapnuogu THJNYNH «CHYNH
Jeapnu snosuadosaay

oTLTPIAI €26010I

T0p1ZSLT0I| T 6600TAI

Top1ZSLTal| T 6600TAI

| z zez1801| 2 692T0ZAI
. |z os6al]

w.vmo_
Tesql
8dal
Lzzal
9t0zal
T L£90

€ETT 1~ |6T0899CT- (T 62T T T 981tedl| T TTsezal

158



12. Anlagen

s10dg uoUOIPAIYIsIOIUN I e USUONLNYIUIP] SYOIIT 4

61/6

13430 5] P d ] TNOAH +INOAH 92550l
13430 [5) TP d TNOAH +INOAH
FET) ) P d TNOAH «INOAH
13430 ) 1 pae| dn exodAy TNOAH «TNOAH
13430 wsedoy T pasejngas-dn exodAy TNOAH +TINOAH
13410 5] P dn er TNOAH «INOAH T 59€Ql
1330 5] P di TNOAH +TNOAH 89T6TEQI
13430 wsejdoyhy T wia301d BQYLT PPOYS 183Y T8dSH +T18dSH |6HZEGTOT z9totall <z s9pIal
13430 wsejdohy T uia101d QLT YPOYS 183y T8dSH +T18dSH Ssp1al
) 8 wiaz0d Q0L POy 183y 8VdSH «JLdSH
swfzus | wse|do; 8 ur101d eQH0L YPous 183y 8YdSH T v690I
) g ura10ud e YPOYS 183y 8YdSH +JLdSH Z0ZSEEA!
1330 wsejdoik t wialosd eQyQL XPoys 1eay HVdSH LdSH 16+0l
13430 wsedoik VT w2104d eQH0L HPOUS IB3Y  [BTVASH/VIVASH| JTZdSH T 640l T /101
13430 wsejdoiky VT wai0id eQy0L POUS 183y [BTVASH/VIVASH| JTLdSH T 6s1Zzal
5) 1429 @ ssep ‘(j0s03hd) T8Y06dSH 806SH |9¥BSEED T szeal| T 90Tval
eydie e@ype urai01d yooys 1eay
awAzus wsejdoihy eyd|e eQy06 UI2304d Yooys 1eay TYVY06dSH +VO6SH 7 8LEQI Z 6290l
3wAzua wsejdoih) eyd|e e@y0e wiai0ad yooys 1eay TVYV06dSH SLEQI 8¢9al
3wAzus wsejdoiky eydje eQy06 uiaioad yooys 1eay TVV06dSH
swizus | wseidoyly eydje egy06 U2103d 3poys 38y TVV06dSH
swizus | wseidoyo eyd|e eg¥06 W=303d 3poys 383y TVV06dSH T 00val| ¢ czadl
5] T v ssep A3) TVY06dSH T 9L€Ql| T 819l
eydje e@ype wiai0ad yooys 3eay
5] T42q v ssep ‘[1osoitd) TVV06dSH | +VO6SH 06196501
eydje e@ype waioad yooys 1eay
5] T42q v ssep ‘[1osoitd) IVV06dSH | +VO6SH SE68880 € 89€Ql| € ¥8SAI
eydje egyo6 uiaload yooys 1eay
awAzua | wseidoihy eydje egy0e uiaioad ypoys 1eay IV¥Y06dSH [ 4¥06SH €250
3wkzua wse|doiky eyd|e egyoe wiai0ad yooys 1eay TVV06dSH [ .VO06SH T £S€Ql] T 6Ssdl
awkzua wsedoiky eyd|e egyoe wiaoad yooys 1eay IVV06dSH | .WO06SH |9 7 SZeQl| T 90Tval
5] T42q v ssep ‘[1osoitd) TVV06dSH | +VO6SH T¥8EQI
eyd|e e@ype waioad yooys 1eay
SwAzus wsedoo T 12quiBw y ssep "[21j05010] TIVV06dSH | JV06SH |Z6LL909'F |6LZSSZCT |B6LGDED $1v02al
eydje @06 urai01d yooys 1eay

159



12. Anlagen

s10dS uQUOIPAIYISIOIUN I JOE USUONLNYIUIP] SYOIIT 4

l."I
b=
2
=

o~ m o~
m ) w
Y
a) o

10dadas 3u | auesquiapy uis301d Suipuiq d8ESTVO1 d48E91
eiquawsuen| ewselq £ ‘a|qnjos ‘Suipuig-apisoeles ‘und3|
aseuny wsejdohy uleiq ‘aseury aunean ao U
3wkzua wsedoiky 6LTTVYIN 6LTTVVIN od8X
swAzus | wseidoihy 6LTTYVIN 6LTTVYIN odBA
3seuny wseidoiky | “Juspuadap-diNy ‘aseury uiaiosd YZUYYEd ZdWA
aseuny wsejdoiky eydje ‘| adA; "Aojejndas YTHYYd +0dWA
‘Juspuadap-giNy> ‘aseuny urazoxd
aseuny wseidoiky | “yuspuadap-diNy? ‘aseury uiazosd VTHYIHd +0dW
13430 wsedoiky g unesay LN «802A
13430 wsejdoiky § unesay LN «B00A
13430 wsejdoiky g unesay EIET] #8020
13430 wsejdoiky g unesay EIET] «B00A
13430 wseidoihy 6 unesay [FT5] 60T
13410 wsejdorky 8T unesay STLWN STOTA
13430 suesquspy | (s03dad31 €A 40 MUNgns £ eydje €VOLl [T
ewse|d ‘26¥0 uaSnue) £ eydje ‘uudzw
13430 umowjun | D Ajiwej 358419 paiejar-Aiunwwi 0ol G
FET] wsejdoiA) ‘wia301d auBIqUIBLW JBUUI 1WNWI <LNWI
FET] wsejdoiA) ‘wia30.1d 3uBIQUIBW JBUUI 1WNWI <LNWI
sauodsuen | snapnN [ YN LYWL
eyd|e uniodwi) 9 eydje uuaydohsey
1330 A5 | @ 3pep “Jouquyui asepudad wdsas TENIdY¥3S N30
13430 5] 1429 (i ) TaNIdY3s N3N
@ 3pep ‘Jouquyui asepudad uidsas
13430 5] 1429 (i ) TaNId¥3s N3
8 3pep ‘Jouquyui asepudad widsas
sogn3as | wseidoihy 1372 T2 IE] STVl
uonejsuen 10108} UOnEIUI UOREISURR JoAIRYND
uonejsuen | wse|do: 10108} UOHENIUI UONE[SUBR X na S22 1E] IVl
R A3 40303 uoneryul uor: 1 Jokseyna b3 STVl
sogn3as | wseidoiy 1374 JLTZLE] STVl
uone|suen 10108} UOnEIIUI UOREISURR JIOAIRYND
E AQ 10108} uoeryul uor 1 Juokieyna 152413 vzl
awAzus | wsedoily eydje VEHQI VEHAI
(+@vN) £ aseuadospAyap a1enpos!
asepndad | wseidoik unejsedjed 1S¥2 VI
asepdad | wseidoik unejsedjed 1SYD JIV2I
asepndad | wseidoik unesedjed 1S¥2 #IVDI
| esepndad | wseidoily uneysedies 1SYD VI

:

8

o~
4
8

890

0L9€ql
T SS9e1d

'

" SEBT69TA

o
@
o
=]

!
i

o~
m

-
-

160



12. Anlagen

s10dg uoUOIPAIYIsIOIUN I e USUONLNYIUIP] SYOIIT 4

61/11

awkzua wseidoky | gzd w=sroud sigonpul-ucsspzul ‘T XN «IXN
2 1534 (snain yut) snuiaoxA
10 snapny wiayoid ynea Jofew dAW «dAW
1=y snapny uia304d ynea solew dAW «dAW
JENT) snapnN ur2301d 3nen Jolew ETY] T
FEINTY snapnN wiayoid 3nea ofew dAW «dAW
1=y snapny ui304d ynea solew dAW «dAW
awAzua snapny 1 aseuadAxolp 3uodnpaine Tiay anNiw
) T 1A TN <VYNLWN
10 | (se1s1A3523 °5) 3 TN
uonejsuen T 1
swAzus snapny “13JuUed Uojod ‘Z Sojowoy SINW ZHSW
SWAzUS SN3PnNN TT UOREeUIqu0od3 dnodW TTIHW VITIHN
asepndad | wseidoiioy eydie VodWd
(Swssadoud jespuoydouw) asepndad
Byo wsejdoiy J1I3WOodIes-uou YZTIAW YZTIN
‘Asorendai ‘yzT uleyd 33y ‘wisoAw
1Py0 snapnN (3se3h) TITavin TITanw
T 34!-UaDY3P 153118 dRoUW TAVIN
awhzua snapnN 9 wauodwod xa|dwod SO «INOW
awAzua snapny 9 uauodwod x3|dwod SO <9INDOW
2 S
13y0 N J aseuny SHOUVIN SOHYW
ewse|g d pu-auiueje pazejh
Swizus wsedoiiy 211050340 1IN XOYW
‘Juapuadap-{+)davN ‘T awAzua Jjew
=y wseidolh) [ay-10108) uondudsuen saddiz 3unn3)| 1410 Tun
1330 wsedoik Suuieuod J¥ddyl ¥dd1
jeadas apndadoouieuad Yyou-aunna|
13y sn3pnN 19 ulwe| TENWT T8N |TE
1330 Sn3pnN 19 ulwe| TENWT +TENWT
By snapnN Tg ulwe| TENWT «TE8NWT
13y0 SN3pnN o/ uiwey YNWT YNNI
358]0JpAY HY 2USIROYN3|

. €TTTQI

stsLtal

Z oocgal

LTTPTTAI

| 1 9ottal

6050%sal

T og9tal

Sy11al

T 06Lal

T ocgal

1 8osal

TILeal

T 91€€ql

9108Z91qI

6ESHPAI

T $6901

T SPSLESAI

S9La1

161



12. Anlagen

s10dS uQUOIPAIYISIOIUN I JOE USUONLNYIUIP] SYOIIT 4

61/C1

A

1531 (snun

13ul)

S £13q ‘ase|Axo1pAy-p |Ajosd 8Hbd L1viad
0 Jepr e13q ‘asejAxoipAy-p jAjoid 8Hbd L1VIad
3wAzus snapny uaSgue Jeapnu |32 Sunesayjosd ¥NOd JYNOd
3wAzus snapny uadnue Jeapnu |20 Sunesayjoid ¥NOd JYNOd
3wAzus snapny uadnue seapnu |20 Sunesayjoad ¥NOd JYNDOd
12430 umowyun T Sulurejuod 10084 12084
urewop sisayiusoiq apueydesijod
| Joendas SNSPNN | eQW8E vOC Paienosse-uonelayjoid voTvd voTvd
uondunsuen
3wkzua wsedoiky eydje "asejAxoipAy- |Aoid T¥Hbd ZVHPd
awkzua snapnN  [ueddj3 d paydL. njoid aundna| 134431 THEd
awAzua | wseidoily e1aq 8Had 8400
(3piweodi|) aseuadoipAyap areansAd
A |10 dwo> 73) asesaysuenjiundins 1570 70ao
-5 apiweodijoipAyip
) I 1y 1v0 1¥0
330 Sn3pnN uijospnu TON 10NN
=0 wsedoiky T wipuiqoapnu T8ONN +T82NN
130 wsedoi’y T UIpUIqoapNU T8INN L 180NN
130 ) T wai0ud Suspuiq 3pRo3pNu Td8NN Td8NN
ghvm-uu snapnN Jejo3pnu) pl.--mgﬁowu:: TWdJN +WNdN
CO-.E.LUM:EU snapnN Jejo3pnu) pl.--ngﬁaﬂ:: TWdJN +WNdN
uondudsuesy | snapny Jejo3panu) uwsoydoapnu TWdN +JANdN
B0 { B 33W-T ur d onu $ITdYN +1TdN
4330 PAgT W d Aiquiasse awosoapnu PITdYN «FT1TdN
=y0 SN3PNN (T 3W-T Uk d Aig Pnu TITdVN «TTIdN
330 SN3PNN | T 3-T Uk d Alquiasse awosoapnu TITdVN +T1IdN
330 umouyun uljngau 83N Na3N
5] >-HAYN) eQySL ‘Tuoid § TS4NAN TSNAN
24 (3uouinbign) aseuaSoipAysp HOVN
330 ) €429 Apwe; oyan EOHAN EOHAN
JEITY snapny uiyoid wiads Juadnueoine Jeapnu dSVN «dSYN
13430 SnapPNN (Supuig-auoisiy) dSVYN «dSVN
wayosd wiads dwasnueoine Jeapnu
1330 wse|doiky ‘uexe g ureyd 33 ‘uisoAw EIAN EIAN |8
13Y30 wseidoaky | 1e33ie%s ‘€T ueyd Areay ‘uisoAw ETHAW ETHAW
FENE) UMOLjUN | SwWwely Suipeal uado ¢ T 2WOoSoWoIyD 0THOZTD
| swizus | wseidoaiy | S|gPNpuI-UoIB eI T XN

+Z80€ZAl
6£zzal
298150l
T 6160l T szeral
21601 OETAI

T szetal

T zszial

6£48zal 0Leql

+ €90TEQI
ozsal

b 62801

T LZzedl
LESYPTAI

Z Lez1dl
T ¢T0L0€Ql| T szzidl

9%8al

S9sal <v8al

T £68Q1

0696£TAI

€ 08TZ€al] € £69QI

" GE8ZE9TAI[ T SS9ETal

T pTL2EPQI| T €£20S01
ostal sorval

€ 6681ZEQI| € c¢sotal
T v628dl
T ££8£901

| < 89¢edl

162



12. Anlagen

s10dg uoUOIPAIYIsIOIUN I e USUONLNYIUIP] SYOIIT 4

61/¢1

[ Teeal
[ sesal
Sstzscial
sl
T storal

9%01al
seszestal
[z enal
[ seal
[ eoszeal
|

asepndad | wseidoid $ ‘2dAy e33q ‘wungns $aNsd
(uredonew ‘awosoud) awoseaoud
asepndad snapnN © ‘ase4 1Y ‘NUNgNs 597 POWSd
(uredonew ‘awosoud) awoseaosd
uondinsuen [ snapnN | (uiedonew d) d EDNS
asepndad snapny (uredonew ‘awosoud) awoseaoid TOWSd
swkzua TINdd
swAzus TIWdd
A 1230.d TIWdd
asejeydsoyd | snapny +ZUN/+Z3N ‘@seeydsoyd uiazosd OTWNdd
d 5 pua |Ajoid 43ud
d ) dopusa |Ajoid 438d
d 5] dadopus |Ajosd d3yd
asejeydsoyd | wseidoihy jungns Jtddd
nhjeed ‘p asejeydsoyd wzzoad
[3seieydsoyd [ wsedoiky | onAjeied ' sseseydsoyd uioad 8JZddd
[9seseydsoyd | snepnN | Auoiejnsai ' ssereydsoyd ui3oid £¥Tddd
5] 1 eyde Y V¥OTddd
JnAjeed ‘1 asereydsoyd uizroud
J3yi0 wsedoiky £ unsed £51d
o |-s ¢ “aushy j0>01d €001d
y ) T Yy 1pasy y TldHd
uondudsuen | snapnN uniqiyosd 8Hd
Bypo wseidoyky | 1 wiioud Suipuiq nepuri-jaddiy uoa Td8A
swAzus wsejdoih) 9 J3quiaWw 9vIad
'y Ajlwey asesawosi apyjnsip uisioud
swhzua wse|doif) | v AllWe; S5esaWost apyjnsip ur 9viad
swkzua wseidoify | v Allle; 35e1awost apyjnsip uis301d +viad
A | v Anwey 1 3py|nsip wisioud +Viad
Ao | v Annwey 13pynsip wis30.d +VIad
A | v Anwey 13pynsip wiz30.d +VIad
A | v Apnwey 1 3py|nsip wizoud +viad
asepndad wsejdoihy £ JaquiBw £viad
'y Allwey asesawos) apy)nsip uiaioud
asepndad | wseidoity € Jaquiaw £VIad
'y Alnwey asesawosi apyjnsip uisoud
ndad A | v Anwey 13pynsip wiz30.d £VIad
asepndad wsejdoihy £ Jaquiaw £viad
'y Ajlwey asesawos) apy|nsip waoud
swizus | wseidoyly [spadadAiod e1aq aselAxoipAuy Ajod 8Hbd

)
-
8
~
]

m
g
~
-]

B8E69TAI

€ £€0TQl

ol
e
8|8

m
~
Iy
]

o~
2
&
g

T vBELLTAI
T 86v69vQI
€ pBESTHAl

T ¥801aI

0sotal

]
g

g
HE

8

14901
LLvTsStal
9t+al

T 91€1ql

T 6840
rdsl}

1 _szsal
S91Z5L10
SL11d

6210l
T 00101
ean

T_LLOYBEQI
29520l
559910l

T 8910l
zzstal

a

-
0
-
8

8

<
8
g

Z8eal

¥ SS9ETAl
T L1L01
0950l
0BEOLEQ!

T 6stZzal
T 880210l
T v980l

T 9€8al

€ 16901

ob9TSkal

¥ceal

163



12. Anlagen

s10dS uQUOIPAIYISIOIUN I JOE USUONLNYIUIP] SYOIIT 4

61/v1

awkzua sn3pnN 8/ uisloidospnuoqu 8YdNYNH
Jeapnu snosuadosazy
1330 O | 110uqiyui uiuadoiSue/ L THNY
1330 wsedoiky T uil0.d Sunemde asedlo oYy TdVOHYY
13430 wsedoyky T uil0.d Sunemde asedlo oyy TdVOHYY
13y0 Sn3pnN eQZE ‘Zv wi=i0ad uonedydas vdy
13y sn3pnN eQ@YZE ‘Zv wiai0ad uonedydas Tvdy
130 Sn3pnN (3e1s143132 °5) ¥ Sojowoy £ZAYY VEZAWY
1330 wsedoiky utewop Suipuiq TNDY
wnpjed puey-33 ‘T uiq|edojninas
13y0 wsejdok urewop 3uipuiq TNOY
wnpjed puey-33 ‘T uiq|edo|ndnas
J3y30 wsejdoik wnpjed puey-43 ‘T uiq|edo|ndnas TNOY
13y sn3pnN vg uiai0.d Jaow Supuig YNY vBWaY
13430 snapnN 8 uiajoud yow Suipuiq YNY Y8WEY
uondinsueny | sn3pnN £ ua30ad 3uipuig i £d88Y
[uondisuen | snspnN | £ uiei0id SUipuiq Ewoise|qounal rdagy
| swAzus | snepnN | p urei0ad SUIpuIq eWoIse|qounal vdagy
130 SnN3pnN € ua301d Suipuig NvY E£JANYY
awAzua wsejdoiy | wa3oud 3100 1o¥00N
asenpal d awosypoiko-jouinbign
swAzus wseidoih) | asenpald 3woiydod-jouinbign TO4¥O0N
awAzua wsejdoiA) 35e10Npal 3 3woJyoho-jouinbign TOHO0N
A Iplweur 4iAsoquoydsoyd Svdd
Joyendas snapny Jopey 44id
uondunsuen aseajas 1dunsuen pue | asesawhjod
asejeydsoyd | wseidoify T 2dA3 soad=das INdLd
_uou yd auisosks wisoid
1330 wsedoiko eydje gZvd) T ¥UNQNs JOJeARE TIWSd
(uiedonew ‘3woscid) awoseayosd
FET) umouyun (uredonew ‘3wosoid) awoseajosd SANSd
FEE] umouyun (uredonew d) d SANSd
FET] umouwyun (uredonew d) d SAWNSd
1330 wseidoiky t ‘ased]y-uou ‘uungns 59z +ANSd
(uredonew ‘awosoud) awoseaosd
1330 wsedoiky T "ased|y-uou ‘uungns §97 TAWSd
(uredonew ‘awosoud) awoseazosd
asepndad wseidoif)y | (uredooew ‘awosoid) awosearosd $TAWSd
asepndad | wseidoihy £ "2dA3 233q “yungns LAWSd
(uredonew ‘awosoud) awoseaosd
| esepndad | wseidoily | £ 2d/a e3sq ‘wungns L8NSd
(uredonew ‘awosoud) awoseaosd

Ir

g
8

EII!II!EEQ

~
o
~

$1L01
TTTELEQI

T _LEZ18AI[ T 69Z10ZAI
€1010I

o
Iy
a

9¢

i

é

B

T ZsEral
T bL6Q1| T Lb6TTral

g

164



12. Anlagen

s10dg uoUOIPAIYIsIOIUN I e USUONLNYIUIP] SYOIIT 4

61/S1

sauodsuen | wseidoiAy 9 uxau Suiuos 9XNS WJIXNS |
Joiendas snapny 1 wiayoud pajenosse-aseury aseyd-g TdNS TS
uondiunsuen
4=y0 wseidoky | zg uiiydopua ax1-ZgYO UIBWOP-EHS TH19EHS «C8THS
=0 wseidoky | zg wiiydopua axi-Zgyo UIBWOP-EHS TE1OEHS «C8THS
swkzua wseidoify | 18 uniydopus aXi|-Zg o UIeWOp-EHS TE19EHS T81HS
i3y0 wsejdoiky T 3%1-Z8Y9 WeWop-gHS TI9EHS TOEHS
=0 sn3pnN BQASHT ‘T ¥uUNgns ‘qg Jodey Supids [4: 12N «CHESS
B0 sn3pnN e@ySHT ‘T ¥ungns ‘qg Joey Supids THESS «C8ESS
FENT) snapnN e@iSHT ‘T wungns ‘qg Jooey Suids THESS +CHESS
m 1e3pnu 135 13s 135
asejeydsoyd | snspny 3Ua200UO JeapnuU 135 135 NES
ssejeydsoyd | snspny 3Ua200U0 Jeapnu 135 135 NES
yi J1e3pnu 135 135 NESIN
o I eanst STa3s ST |
By0 wsejdoky T uwus=dss TNYOS TNYOS
13430 wsejdoyk) (jespuoydouw) Sz Ajwey sawsed anjos|  HZYSZIIS «TONDS |ES
LY vTVSIIIS «TOWDIS |6

JBuodsuen | wseidoiiy T 2ululeluod ulewop Ajiwey 7335 10408 JGERS
N " ui/ P ADHY HHVS
SR IeMPE TOWNS 13vs 13vs
uondidsueny | snapny (1103 “3) 7 axu-gany Z18ANY ZaANY
soiendas | wseidorky VS wi=301d |ewosoqu vSdy VSSY
uonejsuen
12430 snapny 8T Suluieluod ulewop ELGEET] «8THdY
W¥NYw-31d Je3pnu jo uone|ndas
13y0 SN3pnN 81 SUILIEIUG) UIBWOP a1aYdY +~8T¥dY
wNYw-31d Je3pnu jo uone|ndas
3wAzus snapny Jeapnu snosuadosaay GYINYNH «YVON

5866580 T-

€ 1585tvAl

T ££8£901| ¢ 8Tv6LEQ!
T €9£951Ql|  Z sseal
B

al

996811
| 6c1al]
8EVB0ZA

v eza Tveesal

| € cez1801 € 69zT0ZAl]

165



12. Anlagen

s10dS uQUOIPAIYISIOIUN I JOE USUONLNYIUIP] SYOIIT 4

5] uAs YNY-AOAIS SHYO
5] VNy-huee SHYVY
13430 wsejdoiky uungns 0LdYMS
eqy0L X3|dwod j133-g Sulpums dyms
awAzua wsejdoih) uungns e3aq TV1oNsS
“Buluioy-4qy ‘asedl) yod-a1eundns
13430 ewse|d 1033353 S5EUly SUIUOSIY3/5ULSS dVHIS
FET] wsejdoiA) T ulwyiels TNWIS
FENT] wsejdoih) T uluyaels TNWLS
1330 wsejdoiky T ulwyiels TNWLS
13430 ewse|d T i-(z£843) unewos ZINOLS
wAzus snapnN uiaj01d Suipuiq V1S dENYLS
FET) wsejdoihy e3j3p ‘103d3d31 3duanbas jeudis HYUSS
FET) wsejdoi) eyjap ‘103dadas 2ouanbas jeudis HYUSS
FE) wsedoiiy €3j9p 'J03d=021 sousnbas [eudis PUSS
13410 SN3pAN | € Jowey Sunids pu-auluidie/aunas £45HS
13430 snapnN | € Joey Sunids yu-auuidie/auuas £4SHS
1330 snapnN | € Jodey Suoids pu-auluidie/sulas E45YS
Jo3endas snapnN | g Joej Suoids pu-auiuidie/aulas T4SY¥S
uondunsuen
13430 snapnN | T o) Sunids ypu-suluidie/auuas T4SHS
13430 ewse|d udeuod NLLD
1330 ETEETTEN uRdeuod NLLD
ewse|d
5] d: SWS
120 [seneenxg [you-auaishs Sippe ‘wisiod paranas JUYdS
120 [1eneenxg [you-auaishs Sippe ‘wisioud paranas JUYdS
5] Y WYs
suodsueny | wseidoiAy uIos s
SwAzus | wseidody | S|gnios ‘T sseInwsip spixosadns TQ0S
Jauodsuen | wseldoyio 9 uau Sulos 9XNS
sauodsuen | wseidoidy 9 uxau Suruos 9XNS

T 126Ql| T LEETAI

s eessal

T 8EY80ZAI| T Z00Zsal

OETIBIEQI| Z908LZal

|z 18]

[ Tesesvial_zzososal

| T ssal 1 ssea
[ oesa _estean

166



12. Anlagen

s10dg uoUOIPAIYIsIOIUN I e USUONLNYIUIP] SYOIIT 4

6l/L1

awkzua wsejdoky (=323) 8 8120 DL
uungns ‘7421 Sulueiuod uluosadeyd
13430 SEED “TdOL Suius uluosadeyd €120 9doL
13430 £ [u “TdoL Suin uosadeyd 5120 L3401 |
13430 wsejdorky (uopsda) § 5120 23d0L |
uungns ‘T421 Suluieiuod uluosadeyd |
1330 wsedoyky T x@|dwod-3 TdoL W¥dOL
13430 wsedoiiy T x@|dwo33 TdoL VdoL |£9
103endas SnapnN T 103d3d31 THXTIEL HTIEL
uondiosuen Pajuil-X T 341-(e33q) upnpsuen
13430 wsejdoiky | Ssep e33q ‘uiingny a8NL .S88L
13430 wsejdoiky | ssep e33q ‘wingm a8NL .S881
13430 wsejdoiky ep eydje ‘uingny VHVENL VHvEL
13430 wsejdoiky o1 eydje “ungna JTVaNL JTvelL
13430 wsejdoiky qT eydje ‘ungny aTvant «8TvalL
13410 wsedoo qT eydje ungm aIvanL L8TVEL
13430 wsedoik qT eydje ‘uingm aTvanL +8TvaL
13430 wsejdoiky qT eydje ‘ungmy aIvanL LATVEL
13430 wsejdoiky et eydje ‘uingn3 VIVENL JYIVEL
13430 wsejdoiky e1 eydje ‘uingna VIVENL JYIVEL
awAzua | wseidoihy T asejopjesuen TOQvL LOaIvL
awAzua | wsedoihy T asejop|esuen TOQTvL +O0TVL
Jo3e|ndas Sn3pnN uia30.d 2uipuiq YNQ ¥YL d9ayuvL +d8aVL |E
uondunsuen
Jo3e[ngal SnapnN W3101d SUIpUIq YNQ ¥V d48auYL +d8aVL
uondunsueny
uondudsuen | snapnN wa30.d Suipuiq YNQ ¥YL d8ayvL +d8aVL
J03e|nda1 sn3pnN wiay0.d uipuiq YNQ ¥YL d9QyvL «d8aVL
uondunsuen
J03e|nda1 snapnN wiay0.d Sulpulq YNQ ¥YL d49ayvL «d8aVL
uondiunsuen
=) VNY? dAn SHYM JMAS
5] As YN yI-1AsA| SUWN DIAS
5] Yauhs yN-1AsA SUW OIAS
swizus | wseidoao 3se39UAS YNR-APRSIY SUVH JHAS

T L£95€901| T ELESOPAI

[ eseoca _oesezal

T £ssq1

T 96LQ1

0901
$080lI

T 8svLTdl

€ 6bLal

T 6801

+ 6480l
00zzal
ozz1al

Z €8110l

ootecal

T 8010l
€ 8L0TqI

T 9potal

7 86690l
T £8901

629.0tal

80edl

167



12. Anlagen

s10dg uUOIPAIYIsIOIUN JIW e USUONLNYIUIP] YOI

*|

S) ( 1331 0 ) SOANXL +SAONXL |8
S Sulur 1 Ixopaionn |
A | 5 3uiueuod ui 1XopaJon SOANXL +SANXL
awhzua wsedoik (wnjnona1 wse|dopua) SOANXL «SANXL
S sulun > ull Ixopaionp
awAzua wsedoiky (wnnonai Jiwsejdopus) SDANXL «SANXL (6
S Suuie3uod uy 1xopaJon
) S Sulun >t Ixopasonp SOANXL «SAONXL
swkzua wse|dolk) | LT SUILIEIUO UIBWOP UIXOPaJoIg: LTDANXL LTaXL
awAzua wsejdohy T 3se1Nnpal uixopaloiy TA¥NXL THXHL
asepndad  |[ienj3denx3 ULLI3JSURII0E| 411 #1381
asepndad aceds ULLI3JSUBII0E| a1 1441
Je|nj@denx3
FEE) wsedoiky (e33q) z wsoAwodon TWdL TNAL %
FENT) wsedoihy (eydie) T uisoAwodon TWdL TINL ¥
5] T 1 I TidL SidL
1330 wsedoily snounbign) £ wnpowodos} €A0OWL €AONL
Juodsuen | umouwjun {US¥21Y2) T NI TQAW 30 38583 TITNOL TITNL
3wAzus wsejdoiA) asejoiaysuen DiL Dil
uondinosuesy | sn3pnN 8z Suiuieauod yow auedy STNIYL L8T4IL
1018|331 snapnN 87 uluieiuod mow ayuediy STWINL W8T4IL
uondunsuesny
uondunsuen snapny 87 Suluieuod mow auuedin STWNINL L8TdIL
uondudsuen | snapny 87 Suiuieuod mow ayuedin STNIYL W+8TdIL
1018|n331 snapny 87 Suluieiuod mow ayuediy STWINL #8T4IL
uondunsuen
asepndad | wsejdo: T @sepdadodijo 3w TdOHL «TdOHL
ndad A T ndadodijo 2wy TdOHL +TdOHL
FET) snapny € x3idwod OHL €J0HL «EJ0HL
FENT) snapnN € x31dwod OHL E€D0HL +EJOHL
uondinsueny | snapny |BJIA SISOI2UI0PUS0|NINAI [31-A 13y 5941
) 1930.d Suruieuod uisojea dOA «VY¥3L
1doiko 1230.d 3ur > uisojea dOA «VY¥3L
awhzuz wseidoiky | (an0s034d) € aseyiuAs 3 uipuejdesosd £5391d «d83L
3whzua wsejdoiky | [P1050340] € sseqauhs 3 uipuejSelsold €5391d «dg83L
13430 wsedoiio T P3jjonuod Tidl d1oL
-Ajjleuonejsuen ‘uiyoud Jowny

| ¢ 199a1[Z TSotvall

T sLzai T 69%Ql

SIT1al

+ 651220l

168



12. Anlagen

s10dg uoUOIPAIYIsIOIUN I e USUONLNYIUIP] SYOIIT 4

61/61

T 8Lgql

awhzua snapnN S 51122 J23sWey 3s3uy) ut Jiedas S204X
aanp3yap Sunuawajdwod nedas Aes-x
3wAzua SNepnN  |2AnDajep Sunuawa|dwod Jiedal Ae-x 508X
awhzua snapnN S 5132 J23sWey 3sauly) ul edas 520HX
aanpayap Sunuawajdwod nedas Aes-x
13y30 umowyun 7L uiewop 1eadal M TLHAM
suodsuen adeds (urz30.d Suipuig 29
Jejnjj2oenx3 | @ wwea) usuodwod Jyads-dnoid
awhzua ewse|d ulnoun A
1=y0 wsejdoily uRUSBWIA WIA
FET] wsejdoiA) unu3WIA WIA
13430 wseidoify unRuU3WIA WIA
1=y10 wsejdolA)y uRuIWIA WIA
dsuen ) “Bunuod: +H ‘3sed1y TATA9dLY
sauodsuen ewse|d T wajoud podsues] aulwe 3PISan TLVA
1340 wsejdork T uinbign INTOSN
13430 wseidoiky T uyinbign TINTO8N
ndad ) S ndad Jydads uny 5dSn
asejeydsoyd [ snapnN [ QLD Suiw > ul ERTIET: 1d218n
[ swfzus | UneAnSe J3yIpow ax)|-urinbign Svan
| swizus | wseidoiky UNEARSE J34IPoW y1|-uRInbign Tvan
A | Suneande jayipow ayij-urunbign Tvan
A | Suneande sayipow ayij-urunbign Tvan
) 3 D€ J3YIpow 3yi-urinbign Tvan
3wAzus wsejdoiA)y 1 awAzus van
Suneande Jayipow axi|-uiunbign
SR EE o€ J3yIpow 3xij-utynbign van
awAzus wsejdoih) 1 3wAzua van
Suneanoe saypow ayi-urynbign
) noe Jaypow 3yi|-urinbign van
%) neARde JaYIpow axi-uinbign van
@40 SNSPNN | Jo1ey AJelXne YNy Jeapnu [[ews Zn zaven
[ swhzus | wsedoiiy T S4I-UIXOp310I3 TINXL

T 9,801

T 62901

T 8190l

69€Ql

8T9¥6sal

¥ 08TCEQl

v L6501

T L9LQ1

T €1€al

€6£Q1

—soserial
|
vzl

169



12. Anlagen

12.1.2. Signifikant verinderte Proteine 4 min Bestrahlung

0-72 h Inkubation

Tab. 23: Signifikant verinderte Proteine fiir 4 min Bestrahlung und 0, ', 1, 24, 48 und
72 h Inkubation
Die folgende Liste beinhaltet alle mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie

identifizierten und signifikant mit einer mindestens 1,5-fachen Verdnderung im
Vergleich zur Kontrolle (Fold Change Wert 1,5) verdnderten Proteinspots des DIGE-
Experimentes. Der Fold Change wurde in mehreren Schritten statistisch berechnet.
Im ersten Schritt erfolgte die Normalisierung jedes Proben-Spots in Beziehung zum
korrespondierenden internen Standard. Diese Normalisierung erlaubt auch den
Vergleich zwischen den verschiedenen Gelen. Es folgte die Berechnung der
Medianwerte aller vier technischen Replikate einer Probe. Im letzten Schritt wurden
dann die Medianwerte der behandelten Gruppen dividiert durch die Medianwerte der
korrespondierenden Kontrollen. Die Proteinidentifikationen aus der MALDI-TOF-
Massenspektrometrie wurden erginzt durch die Fold Change Werte zu den einzelnen
Zeitpunkten und den Daten aus der Ingenuity Pathway Analyse Software. Spots mit
Mehrfachidentifizierungen wurden aufgeteilt in jede einzelne Identifikation und ein
entsprechender Vermerk an die Spot-ID angefiigt (z.B. ID 111 1, ID 111 2).
Proteine, die in mehreren Spots identifiziert wurden, sind mit einem *
gekennzeichnet worden. Griin markierte Werte visualisieren eine reprimierte und rot

markierte Werte visualisieren eine verstirkte Expression.
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12.1.3. PCA-Analyse

s )
Co 60min q" Lo omin
fe)
Co 30min
RLOmin o @9 RL 4min 72h
RL 30 min_
- } “. -
“RL 60 min 1
A
+0Co 48h RL 4min 24h RL 4min 48h
Co 24h - q
oy Co72h

Abb. 55: PCA-Analyse Vergleich Kontrolle und behandelte Gruppe mit 4 min
Bestrahlung 0-72 h Inkubation
Dargestellt ist eine PCA-Analyse der jeweils 4 technischen Replikate der Kontrollen und der

behandelten Gruppe mit 4 min Bestrahlung iiber den gesamten Zeitverlauf von 0 min bis 72 h. Diese
PCA-Analyse wurde mit Hilfe von TMeV des Softwarepaketes Delta2D (Decodon GmbH,
Greifswald, Germany) durchgefiihrt. Die jeweils 4 technischen Replikate unterscheiden sich kaum.
Dies spricht fiir eine hohe Qualitidt bei der Durchfiihrung der Experimente. Entlang der x-Achse
stellen sich die groften Unterschiede dar. Hier unterscheiden sich die Langzeitversuche der UV-
behandelten Gruppe deutlich von den Kurzzeitversuchen und von den Kontrollen. Bei den
Kurzzeitversuchen unterscheiden sich die behandelten Gruppen entlang der x-Achse nur geringfiigig.
Die y-Achse verdeutlicht die 2. Hauptkomponente. Entlang der y-Achse unterscheiden sich die
Kontrollen der Kurzzeit deutlich von den Kontrollen der Langzeit. Dies deutet auf einen

Kultivierungseffekt/Wachstumseffekt hin.
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Abb. 56: PCA-Analyse nur Kurzzeit
Dargestellt ist eine PCA-Analyse der Kurzzeitversuche mit einer Expositionsdauer von 4 min und

anschlieBender weiterer Kultivierung von 0, 30 und 60 min. Diese PCA-Analyse wurde mit Hilfe von
TMeV des Softwarepaketes Delta2D (Decodon GmbH, Greifswald, Germany) durchgefiihrt. Entlang
der x-Achse stellen sich die groBten Unterschiede dar. Hierbei ist auffillig, dass sich die UV-
behandelten Gruppen deutlich von den Kontrollen abgrenzen. Die y-Achse verdeutlicht die
zweitgrofBten Unterschiede. Beziiglich der y-Achse ist interessant, dass sich die behandelten Gruppen
entsprechend des Zeitverlaufs {iber 0, 30 und 60 min deutlich voneinander unterscheiden. Der grofite

Unterschied findet sich bei dieser Betrachtung entlang der x-Achse.
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Abb. 57: PCA-Analyse, Langzeitvergleiche
Diese PCA-Analyse wurde mit Hilfe von TMeV des Softwarepaketes Delta2D (Decodon GmbH,

Greifswald, Germany) durchgefiihrt. Entlang der x-Achse stellen sich die grofiten Unterschiede dar.
Die Langzeitversuche der UV-behandelten Gruppe grenzen sich deutlich von den Kontrollen ab. Die
behandelten Gruppen unterscheiden sich auch entsprechend der Expositionsdauer (2, 4 und 6 min)
voneinander. Am deutlichsten grenzt sich hierbei die Expositionsdauer von 6 min ab. Bei den
Kurzzeitversuchen unterscheiden sich die behandelten Gruppen entlang der x-Achse nur geringfiigig.
Die y-Achse verdeutlicht die 2. Hauptkomponente. Entlang der y-Achse unterscheiden sich die
einzelnen Zeitpunkte der Ernte entsprechend 24 h, 48 h und 72 h.
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Abb. 58: PCA-Analyse Kontrollen und behandelte Gruppen iiber den gesamten
Zeitverlauf mit den jeweiligen 4 technischen Replikaten
Darstellung einer PCA-Analyse der jeweils 4 technischen Replikate der Kontrollen und der

behandelten Gruppe mit 4 min Bestrahlung iiber den gesamten Zeitverlauf von 0 min bis 72 h und im
Langzeitversuch zusétzlich 2 min und 6 min Bestrahlung mit anschlieBender weiteren Kultivierung
tiber 24, 48 und 72 h. Diese PCA-Analyse wurde mittels TMeV des Softwarepaketes Delta2D
(Decodon GmbH, Greifswald, Germany) durchgefiihrt.

Die jeweils 4 technischen Replikate unterscheiden sich kaum, was fiir eine hohe Qualitét bei der
Durchfithrung der Experimente spricht. Entlang der x-Achse stellen sich die groften Unterschiede
dar. Hierbei ist von besonderem Interesse, dass sich die Langzeitversuche der UV-behandelten
Gruppe deutlich von den Kurzzeitversuchen und von den Kontrollen abgrenzen. Die
Langzeitversuche zeigen also am deutlichsten Verdnderungen durch die UV-Behandlung. Bei den
Kurzzeitversuchen unterscheiden sich die behandelten Gruppen entlang der x-Achse nur geringfiigig.
Die y-Achse verdeutlicht die 2. Hauptkomponente. Beziiglich der y-Achse unterscheiden sich die
Kontrollen der Kurzzeit deutlich von den Kontrollen der Langzeit, was auf einen
Kultivierungseffekt/Wachstumseffekt hindeutet. Eine Dosisabhéngigkeit ist deutlich erkennbar. Denn
die Langzeitversuche mit 2 min Bestrahlung unterscheiden sich kaum von den Kontrollen im
Vergleich zu 4 min Bestrahlung und im Besonderen von 6 min Bestrahlung. Die 6-miniitige
Bestrahlung zeigt hier im Langzeitversuch die grofiten Verdnderungen. Eine genauere Betrachtung

der Verdnderungen in Abhdngigkeit von der Bestrahlungsdauer ist in Abb. 57 dargestellt.
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12.1.4. IPA-Analyse 4 min Bestrahlung 0-72 h Inkubation

| 0 min 30 min 60 min 24h 48h 72h
Associated Network Functions
Score Score Score Score Score Score
Cell Death, Post- Cell Death,
Cellular Translational Post- Post- Cellular
Compromise, Cell Death, Modification, Translational Translational Assembly and
Cellular Protein Cell Death, Modification, Modification, Organization,
Assembly and Degradation, Protein Cell Death, Protein Folding, Cellular Function
1 o] izati 91 Protein Synthesis 94 Degradati 103 Protein Folding 106 Cell Death 102 and Mai 98
Cell Morphology, Cellular Growth DNA Replication,
Ccellular and Proliferation, Recombination,
Assembly and Cell Cycle, Free Free Radical Cell Morphology, and Repair, Cell
Organization, Radical Scavenging, Gene Free Radical Cellular Death, Cellular
Cellular Growth Cell Expression, Cell Cell Assembly and Growth and
2 and Proliferation 2 Death 59 Death 59 Cycle, Cell Death a7 o] izati 88 Proliferation 82
DNA Replication,
Recombination,
and Repair,
Carbohydrate Cellular Cell Cycle,
Metabolism, Nucleic Acid Development, Cancer, Skeletal
Nucleic Acid Metabolism, Cell Death, Liver Hematological and Muscular Cell Cycle, Gene
Metabolism, Small Molecule Necrosis/Cell System System Expression,
Small Molecule Biochemistry, Death, Cellular Development Development Cellular
3 Biochemistry 2 Cell Cycle 40 Compromise 31 and Function 45 and Function 37 Development a6
Cellular Function Free Radical
and Cell Morphology, Cell Morphology, Cellular Function Scavenging,
Maintenance, Cellular Cellular Gene Expression, and Cellular
Small Molecule Assembly and Assembly and RNA Damage and Maintenance, Movement,
Biochemistry, Organization, Organization, Repair, RNA Post- Cell Signaling, Cellular
Molecular Cellular Function Cellular Function Transcriptional Small Molecule Assembly and
4 Transport 1 and Mai 2 and Mai 2 i i 27 Bioch y 31 Organizati 17
Endocrine Endocrine Endocrine
Carbohydrate System System Free Radical System
Metabolism, Development Development Scavenging, Cell Development
Nucleic Acid and Function, and Function, Morphology, and Function,
Metabolism, Small Molecule Small Molecule Cellular Small Molecule
Small Molecule i istry, Biochemistry, Assembly and Biochemistry,
5 emistry 2 Lipid bolism 2 Lipid ism 2 Organizati 20 Lipid Met: 2
Molecular
and
Cellular p-value/ p-value/ p-value/ p-value/ p-value/ p-value/
Functions Molecules Molecules Molecules Molecules Molecules Molecules
1,91E-07 - 3,08E-10 - 1,95€-10 - 6,74E-10 - 1,83€-10 - 1,67E-09 -
3,08€-02 /7 |Cell Death 3,23E-02 / 49 |Cell Death /69E-02 /49 1,84E-02/ 24 4,12E-02 / 23 |Cell Death 2,84E-02 /58
1,91€-07 - 1,14€-05 - 5,43E-08 - 8,086-09 - 1,84€-09 - 1,85E-09 -
Protein Folding [3,08E-02/5 3,36E-02 / 19 1,55E-02 / 12 |Protein Folding |6,18E-03 /8 |Protein Folding |7,56E-03 / 9 2,59E-02 /24
2,176-06-  |Cellular Function |1,14€-05 - 5,43E-08 - 1,07E-08 - 2,37€-09- 5,20E-09 -
3 Cell Death and Maintenance |3,10E-02 / 25 |Protein Folding  [5,186-03 /7 |Cell Death 4,25€-02 / 52 3,86E-02 / 59 2,79€-02 /54
1,26E-05 - Cellular 1,38E-07 - 8,19E-08 - 1,19€-08 -
4 Protein Synthesis | 2,08E-02 / 15 [Movement 3,99E-02 /32 3,32€-02 / 46 |Cell Death 4,39E-02 / 60 |Protein Folding |5,36E-03/8
Cellular 2,65E-05 - 3,89E-07 - 7,55E-06 - Cellular Function |4,77E-07 - Cellular Function |2,43E-07 -
5 Movement 4,78E-02 / 15 1,60E-02/9 3,64E-02 / 46 3,65E-02 / 10 |and 4,02E-02 / 35 |and Maii 2,74E-02 /33
Top Tox
Lists p-value/ Ratio] p-value/ Ratio| p-value/ Ratio] p-value/ Ratio| p-value/ Ratio| p-value/ Ratio
9,29E-05 2,48€-04 1,5€-03 4/95 1,6€-02 2,19€-03 1,33€-03
1 5/237(0,021) 7/237(0,03) (0,042) 5/237 (0,021) 7/237(0,03) 7/237(0,03)
Hypoxia-
Inducible Factor |3,44E-04 2,59€-02 1/5 1,636-02 3,726-02 1/5 2,83E-02
2 signaling 3/70 (0,043) 0,2) 5/237 (0,021) | Activation 3/86 (0,035) 0,2) 3/95 (0,032)
Renal Safety
3,54E-03 Biomarker Panel |3,1E-02 1/6 |PPARa/RXRa 1,49E-02 2,11E-02 Increases 5,17€-02 1/7 3,41E-02 1/5
3 3/157 (0,019) |(PSTC) (0,167) Activation 4/182 (0,022) 3/95(0,032) |Bradycardia (0,143) 0,2)
Increases
Transmembrane
Potential of
Mitochondria
Renal and
PPARa/RXRa 5,35E-03 3,59E-02 Necrosis/Cell 2,23E-02 3,05€-02 1/5 8,7E-02 Mitochondrial 4,7E-02 2/50
4 Activation 3/182(0,016) | 3/138(0,022) |Death 5/309 (0,016) 0,2) 3/138 (0,022) |Membrane (0,04)
Glutathione
Depletion - CYP
Induction and
9,74E-03 1/5 |Increases 3,61€-02 1/7 2,56E-02 1/5 |Increases 4,25E-02 1/7 |Reactive 8,7€-02 1/12 |Increases 4,75€-02 1/7
5 (0,2) Bradycardia (0,143) (0,2) Bradycardia (0,143) Metabolites (0,083) Bradycardia (0,143)

Tab. 24: Zusammenfassung der Ergebnisse der IPA-Analyse 0 bis 72 h
Tabellarische Zusammenstellung der Ergebnisse der IPA-Analyse (Ingenuity Pathway Analysis,
Ingenuity® Systems). In dieser IPA-Anaylse fiir 4 min Bestrahlung und 0 — 72 h Inkubation.
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IPA Assoziierte Proteine

»Cell Death* AARS; ACTB; ACTN4; ADI1; ADRM1; ALDOA; ANXA2;
ANXAS; BID; C1QBP; CALM1; CALR; CAST; CCT8; CRK;
CTNNAI; CTSB; EEF1D; EEF2; ENO1; FKBP4; FSTL1; GSN;
HDGF; HSP90AAT1; HSP90AB1; HSP90B1; HSPAS; HSPAS;
HSPH1; HYOUI; KRT8; LMNA; LMNBI1; LTF; MADILI;
MSH2; MVP; NDUFSI1; NPM1; PAHB; PCNA; PDIA3;
PPMI1G; PPP1CA; PPP2R1A; PPP2R1B; PRKAR1A; RBBP4;
RDX; RUVBL2; SET; SH3GLBI1; SLC25A24; SPARC;
STAMBP; TARDBP; TCP1; TRIM28; TUBA1A; TXNDC17;
TXNDCS5; TXNRD1; UBA1; UBQLNI1; VCP; VIM; XRCCS5;

,,Cellular ACTB; ACTGI1; ACTN4; ANXA2; ATP5B; BID; C1QBP;
Growth and CALMI; CALR; CAPRINI; CAST; CBX1; CRK; CTNNAI;
Proliferation“ | DBN1; DDB1; DNAJA2; EEF1D; EIF4A1; ENO1; FKBP4;
GSN; HDGF; HNRNPAB; HNRNPK; HNRNPU; HSPAS;
KRTS; LEPRE1; LOC728622/SKP1; LTF; MADIL1; MVP;
NAPIL1; NASP; NPM1; PCNA; PDIA3; PPM1G; PPP2R1A;
PRKARIA; PSMC3; RBBP4; RBBP7; RPSA; RUVBL2; SAEI;
SET; SF3B2; SPARC; STAMBP; TARDBP; TCP1; TRIM2S;
TXNDCS; TXNRDI1; UBAI; VIM; XRCC5

»Post- UBQLNI; UBAL; TRIM28; TCP1; SH3GLBI; SAE1; RUVBL2;
Translational | PPP2R1A; PPM1G; PHPT1; PA4HB; P4HA2; LOC728622/SKP1;
Modification | HSPAS; HSPAS5; HSP90AA1; GSN; DNAJA2; DDB1; CAST;
CALR; ANXA2; AARS

»Protein HSPAS; CALR; TCP1; HSP90AA1; SH3GLBI1; RUVBL2;
Folding* DNAJA2; AARS; HSPAS

Tab. 25: Assoziierte Proteine zu ausgewihlten ,,Molecular and Cellular Functions* der
IPA-Analyse 4 min Bestrahlung und 0 - 72 h Kultivierung
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12.1.5. IPA-Analyse 2,4 und 6 min Bestrahlung mit 24-72 h
Inkubation

Tab. 26: Zusammenfassung der Ergebnisse der IPA-Analyse fiir 2, 4 und 6 min
Bestrahlungszeiten und 24, 48 und 72 h Inkubation

Tabellarische Ubersicht der Ergebnisse der IPA-Analyse (Ingenuity Pathway Analysis). In dieser IPA-
Anaylse wurden diejenigen Proteine beriicksichtigt, welche sich bei einer Bestrahlungsdauer von 2, 4
und 6 min iiber den Zeitverlauf von 24 bis 72 h nach der Bestrahlung mit einer mindestens 1,5-fachen
Verdnderung im Vergleich zur Kontrolle signifikant verandert haben. In den einzelnen Darstellungen
finden sich die assoziierten Netzwerkfunktionen, die zelluliren und molekularen Funktionen, die
assoziierten Toxizitdten und schlieBlich eine Zusammenstellung der 37 ersten Rénge in der
Oberkategorie ,,Diseases and Bio Functions®.
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2 min Bestrahlung] 4 min Bestrahlung] 6 min Bestrahlung]

Diseases and Bio Functions (Rang) 24h |48h |72h]24h |48h |72h|24h |48h |72h

=

Post-Translational Modification 8 1 1 1 2 1 1 1

Protein Folding 12 8 2 2 3 2 2 2
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12.1.6. Ergebnisse der IPA-Analyse der Cluster 1 bis 10

Tab. 27: Ubersicht der Ergebnisse der IPA-Analyse der Cluster 1 bis 10

Tabellarische Zusammenstellung der Ergebnisse der IPA-Analyse (Ingenuity Pathway Analysis,
Ingenuity® Systems). In dieser IPA-Anaylse wurden diejenigen Proteine beriicksichtigt, welche sich
bei einer Bestrahlungsdauer von 4 min iiber den Zeitverlauf von 0 min (sofortige Ernte der Zellen
nach der Bestrahlung) bis 72 h nach der Bestrahlung mit einer mindestens 1,5-fachen Verdnderung im
Vergleich zur Kontrolle signifikant verdndert haben. Nach Erstellung der Cluster mit der Delta2D
Software (Decodon GmbH, Greifswald, Germany) wurden die, den einzelnen Clustern zugeordneten
Proteine jeweils mit Hilfe der IPA-Software (Ingenuity Pathway Analysis, Ingenuity® Systems)
analysiert. Die Netzwerk-Analysen zeigen die zugrunde liegenden molekularen Funktionen gleichartig
exprimierter Proteinuntergruppen.
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12. Anlagen

12.1.7. Cluster-Analysen fiir 4 min Bestrahlung und 0 — 72 h

Inkubation

Abb. 59: Cluster-Analysen: Zusammenstellung der Expressionsprofile und Ergebnisse
der entsprechenden IPA-Analysen
Das K-means-Clustering wurde mit Hilfe des TMeV (TIGR Multiexperiment

Viewer) durchgefiihrt, welcher im Delta2D Software-Paket (Decodon GmbH,
Greifswald, Germany) enthalten ist. Das Clustering ermoglicht es, Proteine mit
gleichem Expressionsverhalten iiber den Zeitverlauf einzelnen Clustern zuzuordnen.
Hierzu wurden die Expressionsprofile aller 1665 detektierten Spots verglichen und
jeder Spot entsprechend des Expressionsmusters einem Cluster zugeordnet. Mit den
identifizierten Spots im Rahmen der Bestrahlungsversuche mit 4 min
Bestrahlungsdauer und weiterer Inkubation fiir 0 -72 h lassen sich dann mit Hilfe der
IPA-Analysen (Ingenuity Pathway Analysis, Ingenuity® Systems) Aussagen iiber die
den Clustern zugehorigen Stoffwechselwege treffen. Das K-means-Clustering wurde
fir 10 Cluster durchgefiihrt. Von der Software wurden Cluster-Schwerpunkte
entsprechend der Anzahl der Cluster zufillig verteilt. Jeder Spot wird dann dem
Cluster zugeordnet, dessen Schwerpunkt ihm am nichsten liegt. Als Distanzfunktion
wurde die Euklidische Distanz ausgewihlt. Es folgen erneute Berechnungen der
Schwerpunkte und eine erneute Zuordnung der Spots zu den Clustern. Diese Schritte
wiederholen sich, bis eine maximale Iteration von 1000 erreicht wird oder sich die
Schwerpunkte nicht mehr verdndern.

Cluster 63 Spots, 26 verschiedene identifizierte Proteine in 18 Spots
Cluster 186  Spots, 89 verschiedene identifizierte Proteine in 66 Spots
Cluster 196  Spots, 75 verschiedene identifizierte Proteine in 62 Spots
Cluster 306  Spots, 179 verschieden identifizierte Proteine in 171 Spots
Cluster 131  Spots, 69 verschiedene identifizierte Proteine in 54 Spots
Cluster 238  Spots, 209 verschieden identifizierte Proteine in 154 Spots

Cluster

1
2
3
4
Cluster 5: 131  Spots, 70 verschiedene identifizierte Proteine in 51 Spots
6
7
8 131  Spots, 88 verschiedene identifizierte Proteine in 64 Spots
9

Cluster 180  Spots, 105 verschieden identifizierte Proteine in 91 Spots

Cluster 10: 103 Spots, 53 verschiedene identifizierte Proteine in 46 Spots

206



12. Anlagen

>
S
N
s)0d§ g Ul JUI)01J AIIZYUIPI JUIPIAYISIIA 9T ‘syodg €9 1 180D
€/ sisayuAs uigjoud| S
20-36€'7 - S0-39T°L
€/ uonepesdaq uLlold| v
20-30'% - 50-39T'L
8/ A8ojoydion 12| €
20-308'% - 50-300'C
s/ asiwoidwo) Jenj@d| T
20-349'% - £0-36L'S
(600°0) asuodsay ssans| § 8/| uoneziuesio| T
2£2/2/ 20-36€' 9ANEPIXO PAIEIPAW-ZIYUN| | 20-36'% - £0-36L'S pue Ajquiassy Je|n|j2)
(950°0)| (1ey) jaued asuodsay aanepixo| ¥ sa|ndajow /anjea-d|  suowdung Jejn|j2) pue Jejnd3|oN
81/1/20-3/5'2| -huy Ainfu] jeuay wis)-8uoy
(£90°0) eLIpUOYIONA Jo Buljjems| € - - S
ST/1/20-351'C - - v
(600°0) 43eaq ||30/s1s0409N |eudy( T - - €
0Sb/v / £0-389°€ - - [4
(987°0)| aueiquiap jerspuoyoony pue| T [ A8ojoydio |23 ‘@siwodwod| T
£/2/S0-36Tp|  eLPUOYION JO U Jejn|j2) ‘uoneziuesio
Aujiqeswiag saseanag pue Alquiassy Jejn|2)
oney /anjea-d s1517 X0 doy| 21035 SUOIIDUNS YIOMIIN PaleIIOSSy
S S c g e o
< < € 2 g 5 & e & N o b
N & 2 3 3 3 & & = 3 3 3
5 £ 5 5 5 5 5 2 5 5 5 5
T T T T T T T T T T ] ¢-
o010 Wsedoiky T U19304d BuIpuIq Nepur-[90dIH UOA TdaA]  NVNNH £0dd 4
asereqdsoyd SnapnN T ose1eqdsoyd LD BUIUIEIUO) UeWop o; nbign TdD18N| NVWNH 1do8n
SwAzu3) wsejdoky LT 3UIUIEIU0D UIRWIOp UIXOP3.0IyY LTDOANXL| NVWNH_£TaX]]
1410’ wisejdoiky eT eydje ‘ungm; VIVENL| NVWNH VIvEl
SWAZUS) wse|doiky T aselawios| aeydsoydasorny TIdL| _ NVINH SldL # 1-
J03e|n8a1 uondudsues snajnN u1a30.d BuIpuiq VNG ¥VL| d8QYVL| NVNNH d8avL|
19430 snapnN € 4016y Bupy|ds YoLI-dulUIBIe/auLidS €459S|  NVINNH_€d54S
awAzud| wse|doyh) 3|qn|0s ‘T aseInwisip apixoJadns 100S|  NVNH 2d0S T
SwAzud) wseidoiky s undas S1d35| NVNH S1d3S oz
Jore|nga) uondydsuen SnapnN 1105 3) T aY1I-8ANY T19ANY| _NVWNH T8ANY 0
ssepdad wseidoiky 7 "20Ay 399 31ungns (ujedoJoew ‘a0s04d) SWIosea30Id 18NSd|  NYWNH Z85d
SWAZUD) Umouun 1 osela1sa/Apaw asereydsoyd uialoid TIWdd| NVWNH T3Wdd
ssereydsoyd wsejdoiky T ssereydsoyd auipnsiyoydsoyd TLdHd[ NVWNH bTdHd
asepndad wse|doih) @ asepudad Qdid| NVWNH dd3d
awAzua! wse|doyky 95eJ3SUBJJOUILUE BUIYYIUIO 10 NVYWNH_LVO 41
1430 wse|doiky S[psnu [e33]3¥s ‘€T Uleyd Areay ‘uisoAw ETHAW| NVNNH ETHAW
SWAZUD) SnapnN (esnow) g/d u12101d 2IqINPUI-U0IaJ131U] ‘T 2UEIS[SaJ (SNJIA BZUBN|UI) SNIINOXAW TXW|  NYWNH IXW
13430 wsejdoiky g unessy 8L¥I|  NVNNH 832
SwAzud) wse|doiky {e8Z ‘w2301 pare|n3a1-2500n]3) § U12301d EQYOZ H20Us 183y mS_mﬂ_ NVINNH 8d¥9 z
Ja10] 92eds einjj2enxg 05[38 NSO NVNH 5139 T
Jay10| sueiquiapy ewseld uuzs EM_ NVWNH 1473
QWAZUR| wse|doiA) T Aysedojeydadua djuojew|Ayia T3HL3[ NYWNH T3HL3
Jayiodsuen) wsedoiky 67 Ul2101d W3] Jjwse|dopus 62483 NVINNH 6243 |
aseuny wse|doiA) (2329) Z unqgns ‘TdJ1 Suluieuod uuosadeyd [TR5) NYIANNH 8dOL sauad €9 €
SWAZUD) SnapnN T 25eUaBAX0lp dUOYNPaIIE TIav|  NVWNH ONIW 1 1 1 1 ! 1 1 1 1 1 ]
18430 wsejdoiky (3502A) 2394 URIEAUDD ‘g BOJOWIOY T UI2301d PaL[aI-URIE Ty ATHIOV|  NVANH ALY
(s)adAL uonesoy aweN ausp zanul loquiAs| al T 491sn]D




12. Anlagen

] wisejdoiky € 95eUD BUIU0IY/2ULaS ois]  NvWnH es|
Jo3einga) uondposues snapnN 7 J0308; Bupids YR-UUBIR/BULIDS 7458S|  NVWNH_ Z454S
Joyodsuen wseidoiky upios 14S| NVINNH ND¥OS| $)0dg 99 Ul JUI)01J AIAZYNUIPI SUIPIYISIIA 68 ‘syodg 981 HATIN o)
Swihzua wsejdoky 31qn[0s 'T aseInwis|p opixoIadns 1A0S| __NVINNH 2aos|
Jayiodsuen wsejdoiky 9 uXaU BunIos 9XNS|  NVNH_9XNS
o410 wseidoiky 77 19qWaw (1a111ed 23eydsoyd 11a111es [BPUOLI0NW) S AjIWE) Ja111ED 9In[0s YTIVSIOTS z«E::Jua_
aseeydsoyd SNopnN 2U2303U0 JeaPNU 135 135 NYWNH 135
Jayi0 wsedojhy T Jaquiaw ‘(uiwing|eAo) g ape|d Jonqiyul asepidad uidias TENIJY3S NVNNH N3] €€/, uoneziuesip| S
1ay10 snapnN 8T BUIUIEIUOD UIPWOP YNYW-2.d Jeajpnu Jo Uope|NEal aTqudy z<§:xlm;aﬁ_ 20-326'T - S0-3T1'Z
JET) wsejdoiky UIeWOp BUIPUIQ WNDIE> pUBY-33 T UIGIeI0|ndnal qum_ NVINNH_TNDY v/ v
Jotenga) uondyiasuen snapnN 7 uisroid Buipuiq 3 £d984| NVWNH_(dg8y 20-326'T - S0-376'T
aseeydsoyd wisejdoiky T 2dA1 J01dada1-uou ‘asereydsoyd suisoIA) ufaioid INdLd]  NVWNH INLd Py 3
SwiAzua wse|doiky (311050340) € o5euAs 3 ujpueBelsoid €5351d[ NVINNH 483l 209267 - L0-3Lb'8
1By10 wsejdojky (eydje 8zvd) T 31unans JojeAnde (uredosoew awiosold) awoseajold TINSI| NVWNH T3NS
Ssepndad wseidorhy v a0k 2399 ungns (uredooew ‘swosod) awoseaosd YANSd|  NVINNH basd | 6/ ¢
osepndad wsejdoiky S '2dA) eydje ungns (ufedoJoew aWos01d) awosealold SVNSd|  NVINNH Svsd 60-318'6 - 01-320'T
Swhzua wse|doyky b uxopaiixoiad vXQ¥d| NVNNH vxd¥d or/ uoneyIPON| T
Swhzua wise|doiky T (uesiou) asereydsoydosid Tvdd|  NVANH ¥AdI 20-3vv’T - 01-320°T [BUOIE|SUEI | 1504
awAzUd snappnN eQygg ) apndadAjod (paidauip ¥NQ) Il (VNY) @sesawAjod JZ4¥10d NVWNH_ €9dY v sa|ndajow / anjea-d SUOIJIUNS JE|N||3) PUE Je|Nd3OA
13430 wsedoik) € uidijuad ENIT|  NVWNH €N (910 e Yieaq ||90/s1S0103N [eudy| S
SwAzua wsejdoiky € aseinwoon|doydsoyd €WOd|  NVINNH TWOV! 0Sb/L /€0-301°9 - - S
BWAZUD wse|doiky 3seuo}Ie[0UOIN[F0Ydsoyd-g S19d|  NVANH 19d9 (zzo'0) asuodsay ssang| v - - v
swihzua wsejdoiky 9 JaquaW 'y Aliwie) 35e12W0S] SpYINSIP U2301d 9viad| NVWNH 9vidd 7€2/S /€0-3VE'S 2AREPIXQ PRIRIPAW-ZIYN 9€ wsijoqela |\ aespAyoqued| €
asepndad wse|doiky € JqWIDW 'y AllLUEJ 95BJ3OS! 9plINsIp UIa10Jd €v1ad|  NVWNH €vIad (€v0°0) Bueusis| € ‘uoneziuediQ pue Ajquiassy
BwAzua wse|doiA) apndadAjod eaq ‘asejAxoipAy-y |Ajoid GHPd| NVINNH TvIad 0L/€ /£0-32L'Y| 103084 3|qNpu|-eixodAq Je|n|2) ‘Wodsuel] Jendajon
FETES) wsejdoiky € JoqWaW AIWE; DYAN €9¥AN| NVNNH €98aN (T'0) 3UBJIqIBIN [BLIPUOYIONN| T €5 asiwoudwo) sejnjid| ¢
Bu0 wsejdoiky SPSNW-UOU PUE B[2SNU L300WS 1[eX[E ‘9 UTey 3481 ‘UISoAW SIAN|  NVNH 9TAN 02/2 /€0-30T'| puE eLPUOYLOYIN ‘BuIp|04 UI2301d ‘UOREIIPOIN
18510 snapnN ZENW1| NVWNH Z8NIT 40 uoneziiejodag saseainag leuone|suel)-150d
JEES) SnopnN TENW1| NVWNH T8N (982°0)| aueIquIa [e1IpuOYION pue| T 9L aseasig Aojewwepulf T
FETE) snapnN /v ulwe| VN1 NYWNH YNV /T /90-3LL'y|  BUPUOYRONI JO UonISUE | ‘aseas|q |ea13ojounwiy
13430 wsejdojh) g unesay BIMI[  NVWNH 80T Ayjiqeauwnsag saseanag ‘aseasiq |edidojojeway
Swhzua wsejdoiky 6LZTVVI 6LTTVYDI|  NVANH da oney / anjea-d S35 oL o). 31005 SUOIPUN HIOMISN PaIeOSsy
Bu0 wsejdoiky [RIPUOL203/W “U1230.d SUEIGUIBW JaUL] LANWI| NYWNH LI
Jay10 wise|doikd T pajen3ai-dn exodAy TNOAH| NVWNH TNOAH
SwAzuo wise|doiky {uluosadeyp) T ut10.d €QY09 Y20Us 183y TAdSH|  NVWNH 09HD
Jayio wsejdoiky (unjenow) 6 uia10.d B@YOL YI0Ys 183y 6VdSH[ NVINNH SLd¥9 S S c o) o} o
Swhzua wsejdoiky g U19301d EQPIOZ P0US 183y 8VdSH| NVINH DZdsH S S = 2 % b= e 9 9 2 % bt
dwAzud wsejdoiky (e@ig, “ut2104d paje|ndai-as0on|8) g ula104d eQIOL X20Ys 1eay SVdSH[ NVINNH 8Ld¥9 m m m w w W m m W m w W
13430 wsejdojky VT ul230.d EQY0L o0Us 183U BTVSH/VTVASH| BTVdSH/VIVdSH 1 r 1 - . : y 1 r T
Swhzua wsejdoiky T Jaquiswly ssep ‘(21105030 eydje eq06 UI304d yoous 1eay TVV06dSH| _NVWNH Y06SH 1¢e-
JET) SnapnN 3 ua1o. 1 Jeapnu MdNYNH| NVNNH %d¥NH
Jayi0 Sn3pPNN (H) TH Jeapnu THANYNH| NVNNH THYNH
FE) snapnN 4o 1 Jeappnu JdNYNH| NVINNH 3d¥NH
awAzua ERE 8/V ua10. 1 Jeajonu NYWNH_vvOY
dwAhzua wsedojhy (319N|0s) T aseyjuAs yod-JAeIn[SAyIaW-g-AX0IPAY-¢ TSOOWH| NVINNH_TSOWH gl C-
Bawhzua wsedolA) eQ §9 ‘0T u1230.d Sulpuiq 90534 0Tda4[ NVINNH oTENd
12410| sueIqUB ewseld upza NVYWNH 1473
J03e[n8aJ uopejsues wsejdorky TV 10364 UORENIUI UORE[SUEI JROAIENND NYINNH_TVY: L
J03e|naJ uonejsues wsejdoiky PaUIIX VT 10328} UORENIUI UoNe|Sues} dR0AseY N NYINNH XvTdI| | I-
Joie|n3al uonejsuen wisejdoiky 710108} UoneBUOa UoNe|suER JoAieYNd NVWNH 233
J03e|na1 uopejsues wsejdoiky 7 ©33q T J03o8} UOREBUOIS UOREISUEL JROABING z<_>5.ﬁmEM_
swAzua wise|doiky [ELPUOY0NIW 'T ‘Uleyd 110ys a5e1eIpAy yoD [Aoua TSHD3|  NVWNH WHD3
Swhzua wsejdoiky Z oi-aseupiuinAdoipAyip 715A0]__NVWNH 21Add
SwAzud snapnN 7 Jaquiaw 'y Ajiwejqns ‘Sojowoy (0pdsH) reuq ZvrvNa| NVIWNH 2vINa e TN 0
awAzua wisejdoiAy (xa1dwiod 13- 740 a) 129N~ 31 110.pA 1570]  NVWNH 20O
swhzua wsejdoiky ase12U3UAS YNyI-1K1edse S¥Va|_ NVNNH 0AS
Jayiodsuen wsejdoiky T u1930.d puey 43 I-ULNBUD[ED TdHD|  NVWNH TdHD!
1ay10 wsedolA) g ula10.d Apog Jejnaisannnw pagieyd 8rdAHI [ NYWNH_ 87INHD
13410 SNapPNN (oPsnw-uou) T ulyod 1140|  NVWNH 1400 41
FET) wsejdorky uuawinie Mo NYWNH_MIVD)
Joyejngal uondyosuen wsejdoiky V2| NYWNH ¥1vD)|
1By10 wsejdoiky T uowsaple> Ta1V2| NVWNH T1vD
ssepndad wsejdoiky 35e10JpAY UPAWOAG HTE| NVWNH HTE | Z
Joyiodsuen wsejdoiky 2831UNqNs TA 'eQ485/95 [eW0s0SAl ‘Suiodsuen +H asedLy Z8TA9dLY| NVINNH Z81VA n
1By10 wsejdoiky 7 BUIUIeIUO> 13dd]Z 3UIPNB| PUE UIEWOP Hd “UoIeJa1uf duisoiAjoydsoyd ‘Uiajold Jordepe 71ddv| NVWNH 8€Tdd
Swihzua | aueiquapy ewseld U1230.d pajerdosse sueiquiawl ewseid a3A00dipe dVINdY| NVWNH dviNgY
19y30] suelquIB ewseld SV uixauue SVXNY| NYNNH SYXNV!
13y30] BueiquiB eusseld (35e9A) 30jowIOy ¢ U12301d pa3e[aI-Ulioe £4yv €410V|  NVINH £ddv seusd 98T | ¢
1310 wsejdoiky T ewiwes ‘uipe TOLOV| NVIWNH 910V 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 7]
JEE) wseidoiky 139 ‘ue 810V NYWNH 810V
(s)adAy uonesoy awen auap zanu3 loquiAs al Z 493¥snn

208



12. Anlagen

13y30| BuBIqUIBIN BWSE|d uixAz XAZ NYIWNH XAZ

Jojen3al uondudsuen| snapny £ utewop eadas am £29QM| NYWNH0Sd3N
JET) wseidoiky unuaWIA WIA|_ NVANH 3WIA

1Bto wsedorky avaanL| NVWNH 8v8aL

Jayi0 wseidoiky €88NL|  NVWNH €88l

JET) wseidoiky aTvaNL| NVWNH 8TveL

Byi0 wsejdoiky vivenl| NVNH VIvel

Joyeinga) uondysuen)] SnopnN SZNINL]  NYWNH 8T
asepndad wsedoiky | osepndad (Apndadin TddL|  NVANH TddL

1ay30 wsejdoihy (e339) z uisoAwodoy | TNdL[  NVIANH ZWdL

19430 wisejdoiky (eydie) T uisoAwodoy| TWdL| NYWNH TINdL

13410 wisejdoiky 2U38 pasn Y| 94l  NVWNH 94l

Joyen3al uondudsuen| snapny (8 uBuoje ‘ea8T) 7 I1S) g Jowey d 78301 __NVNH 8073
J01en3a1 uonduosuen| snapnN T J03dadaJ payul|-X T a)1-(e33q) upnpsues} TYX118L] NvWNHT¥TIEL
Joje[ngau uondyosuesy snapnN U1210.d BUIpUIG YNG ¥V 4804VL| _NVWNH dgav.
swihzua wsejdoiky 1 2se[opjesued) TOAWL| NVNH OQIvL]

Jaui0 SnopnN U12101d BUNNoeIa1U1 YNy Jlwse|doiko ‘Buipuiq ujw3eloideuds JI¥DNAS| NVWNH OdUNH

10 wseidoiky T uwiyiess TNILS| NVINNHINILS

Z1asnp

209



SwAzus wse|dojho) T ase3onpal UIXOPaIOIYY] TQUNXL]  NVINNH THXYL]
JET) wse|doiky)] 81vanL| NVWNH 8Tval]
12410 Wse|doih) VIVENL[ NVWNH VIvel
Jayiodsuesy sn3PNN X 10198 P3]RID0SSE-Ul|SUB. | XVNSL| NVINNH XVNSL|
Jayi0dsuen umouyun (uap1yd) 7 41I-TqAw 30 328183 ZITNOL| NVIANH ZITAL|
Jay10 wse|do1A) 31UNGNs egY0/ X31dwi03 [[39- BUIYPUMS dYMS 0LdYMS| NVNNH 0LdMS
awiAzua snapnN uta30.d BUIPUIG VLS d9NVIS| NVINNH_davis
Jayiodsuen, wse|doth)] T SujuIeIU0> Utewop Afiey 1935 Ta40s|  NVWNH Td4d5
) wse|doth)| T 4ungns awAzus Sunennde TOWNS| 13vS|  NYWNH_13VS
Jore|n8a1 uondiidsuen snapnN (Ueine) v 30jowoy 2Ua805UO [EJIA SISOIYI0PU0ININAY [31-A V138 NVWNH 5941
18430 wse|doh) UjPWOp BUIPUIG WIND[EY puey-33 ‘T UIq[eaojnonal TND¥|  NVWNH TNDY
19410 snajonN € uta304d Bulpuig NV €4ENYY | NYINNH E8NYY
13410 snapnN (2e15112193 °S) g Bojouioy £2avy 8€2avd | NVINNH 8€zay
18430 wseidoih)) {eudie 82vd) T 31UNgns Jojenpoe (uredoiew Bwos0ld) awoseajold TIWSd| NVINNH TIWSd
asepndad snapnN T ‘ased v ‘WUNGNS 597 (UiedoIoew ‘aw0s0.d) awoseaiosd TOWSd| _ NVWNH v5ad
aseupy Wse|doihy)] eydje ‘| 2dA} ‘Aloje|nga. quapuadap-dNyd ‘a5eunf ueioid VIUV¥d|  NVINNH 0dV)
asepndad wse|doiA)); asepndadopus jAjoud d3¥d| NVWNH 30dd
SWAZUS WseIdoih) 7 uxopaixoiad 7X4d| NVNNH pXadd
asereydsoyd Wse|doihy)] 31Ungns onAleIes “p asereydsoyd uiajoid Dbddd| _ NVWNH Jvdd
ssezeydsoyd umowun 129 'y 31unqns Aloje|nSa1 'z asejeydsoyd uijoid AT8Zddd|  NVINNH 8Yvz
asereydsoyd wseidoiky)] eydje 'y Jungns Aoje|ngal 'z aseyeydsoyd ureioid VT¥zddd|  NVWNH WVVZ
SwiAzud wse|doik)| € aseinwioonjFoydsoyd €NOd| NVWNH TWOVY
SwiAzua wse|doh) aseuoyoejouconjdoydsoyd-g S19d|  NVWNH 1949
asepndad wse|doiAd); q asepndad Qd3d|  NVWNH adid
SwAzus Wse|doihy)] 'y J9qUIBW Y AlIWie} 95eJaWOS| SpyInsIp Ui10.d vviad] _NVWNH #vidd
Ssepndad wseidoho)] £ JaqUIBW 'y AjIWie 9SEJAWOS! SpYINSIP UI30ad £vIdd| _NVINNH £vidd
12430 wse|doiky)] T Ulpuiqoapnu T82NN| NVWNH T8INN
1038 |nas uondudsuesy’ snappnN (uewnu ‘ezg PECEEL) TINAN NYWNH WdN
SwiAzua wseidoh) (o5e3onpa1 D sWAZUS02-HAVN) BQISL T U12301d 5-24 (uouInbiqn) 252u2803pAYP HAVN| TS4NAN| NVINNH TSNAN
FES) umouyun ¥ T u12104d Ajquuasse awosoapnu ¥ITdVN| NVINNH tITdN
18410 snapnN T o%II-T Ut10.d A|qUiasse awiosoappnu TITdVN| NVINNH T1TdN
18430 wse|dojh) Ai03en8al ‘6 uteyd 331 ‘uisoAw 61AW|  NVNNH 61AN
19410 SnajPNN| ur210.d 3nea Jofew dAN NYWNH dAN
SwAzud snapnN (81510193 °S) v 300WOY TT UONEUIGUIOa) 201w TT3N VIT3YW| NVNH T139W
SwiAzua wse|doh) 1050342 UapUSdap-(+)dQVN ‘T SWAZUS dljewr TIN|_ NVINNH XOVIA
QWAZUD| SnaPNN 9 X3]dwod 9WOW| NYWNH 9WOW
Ssepndad| aoeds Jejnjjaoenx3 uLIaJsueN0LE| 40]  NVWNH 181
1y30 wseidoho) 6 unesy 6L¥M|  NVWNH 60T
JET) wse|doiky)] 8T unesay STLWN| NVWNH 8TOT
SwAzua Wse|doihy)] 55839 1UAS YNUI-TASAl UV NVINNH WA
13430 umouyun 0 “Aiwey 3se419 pajei-Ayunwiwg 09O¥I|  NVINNH_D9YI
SwAzua. wsejdoiAy eydie (+QVN) € a5eua80IpAyap a1e.110s VEHAI] NVWNH VEHAI
12y10 wse|dojh)| (ujeviow) 6 utai0.d eQYOL X20ys 183y 6VdSH| NVNH 5/d¥9
18430 wse|doh) VT ut10.d eQY0/ X2045 383y | BTVdSH/VIVASH| BTVdSH/VIVASH
SwiAzuD Wse|doih) T JaquaW  ssep ‘(21]0503A2) eyd|e eQI06 U1210ad $20Us 18y TYV06dSH| NVINNH YO06SH
3410 snapnN 1210. 1 Jeaonu sn0auadosatay YdNYNH| NVINNH IdYNH
13430 wse|doA) T J0YqIYUl UOREIOSSIP O 1109 NVWNH vIdD
J1o1i0dsuen | aveds Jejnjjaoenxg (ur2301d BUIpUIQ Q UILIEYA) UBUOLIOD Siy15ads-0noJ3 29| NVWNH 8aIA
Jayiodsuen; wse|dojA) 67 U12101d WnjnaaJ ojse|dopua 67d¥3] NVIWNH 67443
awAzua’ wse|doyA) (eydie) ‘T asejoua TON3| NVINNH VON3
Joje|n8as uone|sues) wise|dojA)| 111UNQGNS ‘€ 10108} UOLe] |sues) dnoAseyna 1€413 NYINNH 1413
Joje|n3al uonejsuen Wse|doihy)] (U1210.d 23UBL2XD PII0AINU UIUENS) E3[AP T J0IIE) UONIEBUO]D UORE|SUE INOAIENND) a1433]  NVINNH d143
swiAzua wseidoh) 7 i-aseuipiwiiAdoIpAyip| 715Add|  NVINNH 21Add
19410 wse|doiAd)| T unoeuAp INIOG| NVWNH INIDQ
SwAzua snapnN (81510193 's) B0j0W0Y UI2101d Pa1eosse-aL0s0adl|ds LZOMD L2ONO|_ NYWNH £20Md
Sseppdad wseidoh) g uisdayied 8SD[ NVWNH 81vD
JET) Wse|doiA) (Ueie) 30/0WOY 2USB05UO OTLD SNUIA BUWIO2IES oA 43| NYINNH M)
13410 wse|do) 91 "u230.d BUlpuIq URJe “UjU0J0d 910400| NVWNH 81400
J03e|na) uondpsues snappnN 5 50/0WIOY X0GOWOILD) Sxdd|  NVWNH X&)
SWAzZuD WsedoiAy) 7 ase1npal [AUogies Dudd|  NVINNH puE)
Joe|nga) uonddsuen wse|doiA) [ ¥IV2|_ NVIANNH ¥1vD
1BU0 wse|dojhd (e312p ‘aseuny asejAioydsoyd) T ulnpow|e (s13y20 TATYD
S9pNPUI) TNV
13410 wse|doik)| T u9304d BuneAde 35ed19 oYy | TdVOHYY| NVWNH_TO9HY
1ay30| sueIqUa ewseld 9V uxauue! 9VXNY| NVINNH 9VXNY
SwAzud wse|doth)] £V uixouue EVXNY| NVINNH_EVXNY
awiAzua wse|dolA)| a1eydsoydsiq-2503on1y ‘y 3selople| VOd1v¥| NVANH YOQv
Jaui0dsuen | aoeds Jejnjjpoenxg 101d033)-eydje d3v|  NVWNH Vi34
19410 wse|doiAd)| © eydje ‘uunoe YNLOV| NVINH PNLOV
12410 Wse|doihy] T ewuwes ‘unde T910V]  NVWNH 910V
12U30 wse|doj) €134 ‘unoe; 810v|  NVWNH 810V
(s)edAL uone’o] Jwep auap zasuz JoquiAs al

12. Anlagen

$)0dS 79 Ul U0 IANZIJIUIPT JUIPIAIYISIIA S/, ‘syods 961 ¢ 1SN
(2€0°0)| (1) [aued ainjie4 |eudy aindy| S
29/t /20-368
(zz00); UOREBANDY BYXY/EYVdd| T
6L1/v / €0-3vTL
(zz0'0) asuodsay ssans| €
2€2/S/ €0-3T'E ePIXQ PalRIPAW-ZIYN
(€50°0) ssans aanepixo| ¢ _ .
£5/€/ £0-398'T
(€50°0) eyvdd elA siojesapodd| T [4 wu:m\:wz BN pue| t
§6/S / S0-3€€'S awosixolad Aq uonengay uonouny sejn|ja) ‘ABojoydio
2U3D JO WISIUBYIBN 1192 ‘uoneziuesio
oney / anjen-d 51517 x0) do] | pue Ajquiassy Jenjja)
9z 3dueUIUIRI pUB UONOUNY| €
st/ 2oueuaruey| S Je|n||2) ‘quawdojanag
20-3LE'E - ¥0-3ST'T pue uondUNS JeN|3) Je|n|ja) ‘asuodsay
8t/ uoneziuesig| v aunwiw| pajelpaw-||dd
20-3L€'€ - $0-352'T pue Ajquassy se|njja) 67 wsijoqesn| ¢
9t/ uonesayold| € ajeapAyoque) ‘Buppiyesy]
20-3£T°€ - S0-359'T PUB YIMOID Jejn||3) YNY ‘Dodsuel Jejnaajon
8z/ uaWanow Jenji@d| 68 ueuayuey| T
20-3€b°E - 90-355'8 pue uonouny Jenjjad
6€/ |eAinns pue yieaq ;33| T ‘uoneziuesiQ pue Ajquiassy|
20-3LE'E - 80-399°E 1e|n||a) ‘aseasiq [ea180]0anaN
sa|naajows / anjen-d|  suonauny Jejnjja) pue 1ejnaajon 91035 SUONPUN HIOMIBN PAIEOSSY|
< & ° o
< < £ g b £ o 5 5 = g 9
3 : 3 H H s 3 2 5 E g g
5 E E 5 5 5 5 £ 5 5 5 5
T T T T T T T T T T
de-
4z
/ “ s
///
/ o
N
S T
4
S2uUsD 96T €
L 1 1 1 1 1 1 1 1
€ 191sn|D

210




12. Anlagen

3o Umowyun 2/ urewop 1eadal M. 2290M[ NYWNH Z240M
SwAzua wsejdoiky Sse3oUaUAS YN IAUBydoNdAR SUYM|_ NVINNH DMAS
) wseidoiy unuBWA WIA|— NYWNH_3WIA
SwAzua wsejdoky | U2301d 2100 95EINPaI 2 ALICIGIOY-IoUMbIGN ToW0N| _ NVINNH T¥20
a0 wseydoh) INTOSN| NYINNH TT08N

€ Ja3snp

211



12. Anlagen

1o snapnN (H) TH Jeapnu THANYNH| NVWNH ZHENH
1Yo snapny (H) TH ur2 Jeapnu THANYNH| NYWNH THENH

120 snapnN F] Jeapnu 4dNUNH| NYWNH dd¥NH
awikzua SN9PNN /v ulio. 11eapnu AVANUNH|  NVINNH YvO¥
swAzua wsejdoiky (opndadA|od e3aq) g asepIUILIESOXaY 8X3H| __NVINNH 8X3H
10108} YMoJ3 | 20eds Jejn]j@2e1x] 10128} y1M013 pantap-ewoyeday 49GH| _NVWNH 49aH
Swhkzua Wsedoity T \d 95e19j5UB11-S SUOIREINS Td155| NVNNH Td1sO
swAzua wse|doiky T e3aWo aseJajsUeI}-S BUOIIEINS TO1S9| _NVNH 10159
1330| 20edS JR|N|[@ORIXT uljos|a8 NS9 NVNINH_$139!
awAzua| aueiquia ewsed Z apidadAjod ejaq ‘(uraioud 9) uieioud Buipuiq aprodpNuU suluens ZaN9|  NVINNH 2989
swAzus| aueiquiay ewseld 1 apidadA|od e3aq ‘(ufp104d 5) ufP301d BuIpUIG FPHOBPNU BUIUENT 18NS|  NVINNH 1889
swhzua wsejdoiky | osejexoA 1019]  NVWNH 1091
2o wse|doiky 2 10NqIYu UONEIPOSSIP 409 09|  NVWNH81a9
swAzua wse|doiky 3se103UASs YNYI-1AOAS S4vo NVNNH 9AS
SwAzua wsejdoky gV [einau ‘eydje ‘ssepisoan|d dYNVO| NVINNH 8VNVO
B wsedorky T aseupjoeles V[ NVWNH TIVO

1ay1o0] @2eds Jejnjjoenxg T I-unesstiio 11154 NVWNH TI1S4
swhzua snapny 7 1UaU0dWO0D 5WOSOXa $550X3| _ NVWNH #50X3
BwAzua wseidoiky v ute104d wnjnonai dwsedopua vvd¥3| NVANH pvd3
Japiodsuesy wsejdoiky 62 U1330.d WNNdR3J Jiwisejdopua NVWNH_62d43
swAzua wsejdorky (Jeuoinau ‘ewiwes) 7 asejoua NYNH 90N3
J01e|n3al uone|suen| wseidoiky TV J012e) Uoenyul uonejsuest dnoAieyna NYWNH TVl
J0je|n8aJ uope|sues wse|doiky ©31UNqns ‘€ 1037} UONERIU] Uonejsues] JjoAieyna NVWNH 9€43
103e[n3al uone|suen] wsedorky eQyISE ‘eyd]e T 31UNgNs ' Joloey UORENIUI UONE|SUBI} SROAIBYNa NYWNH vzdl
BwAzua wsedorky [EIPUOLDO}W T Ul 10Ys ‘aselelpAy yo) [Aoua NVWNH WHD3
swAzua wse|doiky |ewos(xo1ad ‘T asejelpAy yo) [Aoua NVINNH THD3
120 wsedorky 7 uteyd ajeipauiaul ‘T dlwseidoyko ‘usukp ZITONAD| _NVINNH ZIT2d
awAzua wse|doiA) Z dj1|-aseulpiwpAdolpAyip 21SAdA|  NVINNH Z1AdQ
Jay10 wsejdoiky 11 Jaquiaw ‘g Ajiwieyqns ‘ojowoy (oydsH) reug T18MVNd| NVWNH_T18a
swhzua umouxun T auus. ZHvad| NVWNH zHvad
19430 wisejdoiky T undeuhp TNIOG| NVWNHINIDQ

1ay10| sueIqUB ewseld unoepod NLLD NVWNH 84S
asepndad wsejdoiky q usdoyze 45| NYWNH d1vd
15010 auBIGUIB ewiseld 2201 T eydie ‘(U1910Jd pojeldosse-Upaypes) ujuaied TYNNID| NVANH TYND

13410 umouxun auidos ZINdD| NVINNH ZaNdD
Jauiodsuen| snapny | auidod TINdD| NVWNH T3INdD]
19430 wsejdoiky g7 ‘u12304d Bupuig une ‘ulu0Jod 4T0¥0D| NVAINH 81300

By10 snapnN (s1sdopigeay) 9 3ungns Sojowoy o1us8oydJowojoyd SARNNSUOD 640D 95400| __NVINNH 9NSD,
wsedorky (s1sdopigeay) y 31ungns Sojowoy 1uaoydiowoloyd 2ARNIASUOD 640D $5d00| _ NVINNH NS).

wisejdoiky e ‘g uluodjes ENND[  NVNNH_ENND.

wseidoiky (Anwey oz asepndadojeaw) z asepndadip daNd 2daND[ NVWNHZdaND

jouueyd uoi| aueiquia ewseld b [2UueY) Je|n|j29e3U1 SPLOIYD v NVWNH 21D
|]auuey> uor snapNN T |2uUey? Je|n|[23.1U1 3PLIO|YD M| NYWAH 121D
swAzus wse|doiky (e3243) 8 UNqNS “TdJ1 BuUIeIUO> UUOIadeYD 8120 NVWNH DdIL
asepndad wsedorky uneysedjed 1SVO[  NYWAH VDI
2o wsedorky £19q ‘aUl|-Z oSN (UaWE]y UNae) Uia1oid Suiddes 82dv2|_NVINNH 82dvD

2o wse|doiky T eyde ‘aui|-Z appsnw (uawielly unae) ujp3oid Suiddes TvZdvo| NVWNH TVZVD

1Yo snapny SyI-uljos|a8 ‘(uaweyyy ude) uiR3old Buiddes 5d¥d| _ NVWNH 9dvD

19y10| aueiquial ewseld (1589A) 7 ‘u1210.d pajeIOSSE-958|IAd d1BjAUBPE ‘dVD [21%) NYWNH ™ ZdVD

2o wsejdoiky uuawnfey NIV2[  NVWNH_MIVD
Jojeingas uondyosues wsejdoiky ura30.d Suipuiq b7 d8DTD| NVWNH 4801
asejeydsoyd snapnN 1 9sepioajonu a1eydsoydsig-s ‘(,z).€ TINdS| NVNH TINdg
Joje[ngau uondpiosuesy snapnN T U1104d [eUS}S payeIIe SUIqUIAW JUEPUNGE UIRIq Tdsve| NVIWNH Tdsve
Jauio wsejdoiky eydje (1a9) 403qiyur UOHEIOSSIP da9 oYY VIGOHYY| NVANNH THIA9

43430 wse|doiky T ut2104d Buneande ased19 oyy TJVOHYY| NVINNH T09HY
BwAzua| a0eds Jejn|Eoenx3 uia10.d Bujpuiq |-y uiajoadodijode J49TVOdv|  NVINNH 38NN
awAzus | aueiquiap ewseld ur2101d pajeiposse suequiaw ewse|d 23Ao0dipe dYNdY| NVYWNH dvINGY.
BwAzua wsejdoiky £V uixauue EVXNY| NVINNH_EVXNY
1230 aueIqUB ewiseld TV uixeuue TYXNV| NVINNH_ZVXNY

1o snapny 3 Jaquiaw “Ajiey g ursroidoydsoyd Jeapnu (ya1i-aupna]) Jlploe 37€dNV| NVWNH 3ZENY
awAzua wsedorky TV JoquiaW ‘AjWey 6 25euadoipAyap opAyaple TV6HATY| NVWNH TV61Y
swAzua wse|doiky aseujaishoowoyjAsouape AOHY| __NVNNH HHVS.
BwAzua snapPNN T 35eua8Axolp auopnpaJe TIQV| NVIANH ONIN
asepndad wsedorky T asejfoeouiwe TAOY[  NYWNH_TAOY
1230 aueIqUB ewiseld (15eaA) Bojowoy € uja101d Paje|al-UNIE EduY €910V]  NVINH €48V

120 wsejdorky  eyde ‘ujunoe PNIOV] NVNNH YNLIV.

2o snapnN V9 fl-uoe V910V| NYWNH Y910V

2o wsedoiky T ewwes ‘ude TOLOV|  NVWNH 919V

120 wsejdorky e13q ‘uie 410v] NVWNH 810V
BwAzua wse|doiky Sse3ayuAs yNy-Aueje SUVY|  NVINNH DVAS
(s)adAL uonesot Joquiks al

swe susp zanu3

s)0dg 1L Ul 2UI9}01J JJIDIZYHUIPI UIPAYISIIA 6LT  ‘s1odS 90€ HZON )
(80°0) | (1e9) [aued aanjie4 [euay aandy | §
29/€ /20-359'C
(t0) suoieay |I| ¥
02/2/20-36L'T| 2seyd - uonajdag auonyenjo
(920°0) Buleudis| €
6¥€/6 /20-3L0°T WISI|OgeI3IAl 2130IGOUdX w wsijoqeldn| S
(¥v0°0) Suijeusis| z |BJUIN pue ulWeNA
8ST/L / €0-30€°T 103daday uogqued0ipAH Ay ‘A1siwaydolg 3|NIION [|lews
(6£00) asuodsay ssans| T wsijoqela |y ajelpAyoquie)
2€2/6/¥0-3TT'L SAHEPIXO PAILIPAW-ZIUN 6€ Ansiwayoorg ajndajo [lews| b
oney / anjea-d s3s171 x0) doy ‘uonedlIPOIA |euOIR|SURIL
-150d ‘WSI|0GeIN PIOY OUlwY |
&/ uoneziuedig| S 95 1oue)| €
20-380°€ - ¥0-3L'T pue Ajquiassy se|njja) “Anisiwayoolg 3jndajoI |jews
w/ aPAY IRI| ¥ ‘WSII0GeIBN POV RPN
20-380°€ - ¥0-3L0'T 98 aseasig| ¢
8/ € |ea180j03eWwaH ‘s1apiosiq
20-3%0°T - L0-36%°6| wd)sAS duLdOpUT ‘Jadue)
9L/, |eAInINs pue yieaq ||13d| T 00T Buipjo4 uoud| T
70-380°€ - £0-38€'T ‘UoIEIYIPON [BUOE|SUERI]
yavi uonesyipo| T -1504 ‘UoiEdYIPON
20-390° - 80-378'6 [euone|suel|-150d leuondosues|-3sod YNY
/anjend Jejn|j3) pue 21005 SUOROUN HIOMIDN PaIeIIOSSY|
& c o
= Z & g 8 )
< € < g g b e 9 o 2 g g
] e 1] 3 3 3 N ~ 3
¥ 2 £ 5 £ £ 5 * 2 5 5 s
T T T T T T T T T T
e-
4z-
41-
\\\ o
411
4¢
Saua 90¢ €
L L 1 1 L 1 L 1 L 1
¥ 493¥sn)D

212



12. Anlagen

Jojejnda. uondpdsuesy SN3PNN (1103 3) 7 M-gANY 18ANY]_NVNNH z8ANY
1230 snapny 9T 8UIUIRIUO) UleWOp YNYW-2.d Jeapnu Jo uonengal a1Q¥dY| NVNNH 8Tdd
12y30 snapnN eQ@fze ‘2v u12i0.d uonedydas Tvdd|  NYNNH zvd
Jayio wsejdoiky T Jouquyu ! ! THNY NVINH_INIY
1240 wisejdoiky urewop 3ujpuiq WNP|e> puey-43 T Uiq|eIo|ndnal TNOY|  NVWNH_TNOH|

Joye|n3a1 uonduosuel snapny  Uu12)01d 3ulpuiq ewolse|qounal 14898 _NVWNH Zdggy

awAzU snappnN  utaj04d Sulpuiq BUIO}Se|GOUNAI 4984 NVINNH vd989y
1240 snapnN (e1sina19 °5) g Bojowoy £zavy 9€2avy| NVINNH_8£zay
12410 snapnN (15112132 ) v Bojowoy £2avy VETAVY| NVINNH VEZaY
swAzus wsejdoiky (5110501/0) € aseyuAs 3 ujpue(geisoid €5391d| _ NVINNH d83L
asepndad wse|dojA) (1) ‘ewwes gzyd) € 3ungns Jojeande (uiedosoew ‘wososd) awoseajold €3NS NYINNH €3NS
asepndad wsedorky (€399 82vd) 7 1UNGNS JojeAne (Uiedo.oeW ‘aW0s0.d) SUoSEa}0ld ZINSd| NVWNH Z3Nsd
[ wsedorky (eydie 8zvd) T 31Unans JojeARdE (uedosoew ‘aui0s0id) aWosealold TINSd| NVWNH T3INSd
1240 wsejdoiky G ‘584 Ly-UoU Y1UNgns 597 (UiedoIoew ‘3wosoid) awoseajold SAWSd| NVINNH SAWSd
asepndad wise|doiky T ‘25ed Ly-UoU Jungns 597 (uledosoew ‘awosoid) awoseajold YTAWSd|  NYWNH 305d
asepndad snapnN ‘2524 Ly ‘1uNqns 597 (uredoioew awosoid) awosealoid YOWSd|  NVINNH 8954d

Jorenga) uondyiosuen snapnN € ‘sed Ly 1Unqns 597 (uiedoIoew ‘3wosoid) awoseajold €JNSd| NVNNH v9sud

asepndad wisejdoiky 01 ‘2dA1 e32q ungns (uredosoew ‘wosoid) awosealoid 0T8NSd| NVNH 0Tasd
Ssepndad wse|doiky asepndadopua Ajoid d34d|  NVWNH 32dd
swhzua wsejdoiky 7 uixopaixoiad 7XQ¥d| NVWNH zxQ¥d
asereydsoyd wsedorky SwAzos| 199 Nungns onAjele ‘z asereydsoyd upioid 857ddd| NVNNH 8vZdd
asereydsoyd snappnN Z31ungns Aioje|ndas ‘T aseleydsoyd uialoid 741ddd| NVNNH Z8Tdd
SwAzus umouun T asesarsajyiaw asereydsoyd urzioid TIWdd| NVWNH TIWdd
SwAzus snapny (3 unydopAd) 3 asesawos! AjoidiApndad 3idd|  NVWNH 3ldd
SwAzus wsejdoiky T (oiuesiouy) asereydsoydoiAd Tvdd]  NVINNH YAdI
swhzua snapnN 1ungns Alossande 'z e3jp (pa12311p YNQ) 2SeawAlod 7a10d|_NVINNH 2a0dd
asepndad wsedorky £12q (3U1s5920.d [eLIpUOYP0YIW) asepndad dNd|  NYWNH 8ddW
swAzus wsedorky 55eyIUAS aulpiweupABAWoyAsogrioydsoyd Svid| __NVANH #¥nd
ssepndad wsejdoiky q asepndad ad3d| NVWNH Gdid
SwAzus wsedorky  JaqWiaW 'y Ajiluiey 35e13UOS! 9pINSIP Ur230id ¥V1ad| _NVINNH vidd
SwAzus wsedorky €139 (9pIUIe0d]]) 35eUaB0IPAYaP B1BANIAd 8HAd| NVNNH 8400
awAhzua snapnN uagnue Jeapnu |32 Sunesayjoid VNOd| NVWNH VNOd
12U10 umouyun T BUjufe}U0> UiewIop sisayyuAsolq apLeyddeshiod T0a8d] NVWNH 9200
awAzUd wse|dojA) (e@0€) z Munqns d1AjeIed ‘qT asejoipAyjAlade Joloey Buneande-1ajaie|d Z8THVAVd| NVINNH 29Tvd

Joye|n8a1 uonduosuesy snapnN eQA8E ‘YT parenosse-uonesaiold v92vd| NVNH v97vd

swAzus wsejdoiky opndadAjod e3aq ‘ase/Ax01pAy-p |Ajoid 8Hvd| NVWNH TvIad
swAzus wse|doiky 1 5pndadA|od eydje ase/AX01pAy-p |Ajoid TVHYd| NVNNH 2vHbd
Ja1i0dsuen snapnN e@iey uLiodoapnu €vdNN|_NVIWNH _EvdNN
awhzua snappnN T 3seJajsue)Ay1auw-N sA1-0.4d-eex [BUIWIB)-N TLNIN| NYWNH VTN
120 umouxun Inqau 83IN[  NVNNH Ng3N
swhzua wsejdojky (o5e1npa1 D aWAZU03-HAVN) BAXSL ‘T UI3101d 5-54 (aUouUinbign) 3seuaB0IpAYaP HAVN 1SINAN| NVINNH TSNaN
1210 snapny (Burpuig-auo3siy) uraioid wiiads ouaBnuEOINE Jeanu dSYN|  NVINNH dsYN
Jauodsuely wse|doiA) eydie ‘u@30.d i I N VdVYN NVINNH VVNS|
swhzua wsejdoiky T 31ungns 13 swAzus Bunennde 8aaIN T3VN|__NVANH TvIn
Jayj0 wsejdoiA) Atoyeindas ‘gzt uteyd 13 ‘uisoAw HZTIAN| NYNNH 8ZTIN
[ wsedorky 5113W05.e5-UoU ‘AI0Je|nSal ‘YZT Uleyd 1yB)| “UisoAw VZTIAW| NVNNH YZTIN
swhzua snapnN (ssnow) g/d ufa10.d 3G NPUI-UCIS1IBIU] ‘T 3UE)SISaI (SNJIA BZUBN[JUI) SNUINOXAW TXW|_ NVWNH TXW
13410 snapnN uraj0.d 3jnea Jofew dAN NVINNH_dAW
SwAzus snappnN (1103 3) T 2dA1 5150dA]0dUOU Ja2UE3 U0J0D 'Z B0j0WOY SINWI ZHSW| _NVIWNH ZHSW
Joie[n3al uonejsuen wse|doiky (eIsIna192 ) Bojowoy 3selawos| ajeydsoyd-T-250qLoIAYIaW TIHN| _ NYWNH YNIW
swAzus wsejdoiky 3seJawos| ajeydsoyd asouuews 1dn| NYWNH 1dW
120 snapnN € uew YLV NVYNNH_EYLYIN
Jat3o| ueIqWB ewiseld 31e115qns 5 aseul Ufa104d YpL-aulUefe pajelAolsuAw SH0¥VIN| NVINNH SO9VIN
aseuny wsejdorky 7 aseuny aseun U1210.d pajennoe-usgoyu IZdYN| NYWNH DizdIN
JETR) snapnN 2P 152,48 JIONW TAVN TITAY| NYWNH TITAW
swhzua wse|doiky 58(0IpAY by BULOYN3| HYV1T[ NVWNH pVHT
Jayio wsedoihy 8 eadal nejuad y | JHdd¥1[ NVINNH J¥dd1
120 snapnN TaNWT| NVNNH TENINT
swhzus wsejdoiky ! T134d31]  NVWNH ZHEd
Swhzus wsejdoiky g aseuasolpAyap arene| 8Ha1|  NVWNH 8HA1
[ wsedorky 81 Unesay STL|  NVWNH 8TOTY
Jay10] aueiquiay ewseld (403d331 £-Y1A 40 1UNqns € eydie 6D UaBiue) € eydie “uidaul €VOL|  NVWNH eVl
Y30 wsedorky |eLIPUOY0}IW “U12301d SUBIGWaW JauuY i NvwnH_ |
SwAzus wsedorky T asesawos exjap areydsoydip-jAuajuadost Tial|__ NVWNH Tidl
120 wse|doiky 1 pa3ejn3ai-dn eixodAy TNOAH| NVIWNH TNOAH
Jayi0 wsejdoihy (uijeyiow) 6 ure30.d @0/ 420ys 183y 6VdSH[ NVINNH_SZdH9
SwAzus wsedorky (EQ8L U12101d pale|nga.-250n[3) G U1a30.d EQIOL P0YS 189y SVdSH| NVINNH 824D
12410 wse|dojky T J3quaw (y6di0) e339 @06 UIRI0d Y20ys 183y 1806dSH|  NVINH 1dN3
swhzus wsejdorky T JaquaW v ssep (21/0s03A2) eydje eQ%06 U1230.d $20Us 183y TVV06dSH| NVINNH VO06SH
1200 snapnN Jeapnu ZINNYNH| NVWNH ZIdNH
J1a1i0dsuen) snapnN (v 10308j Jeapnu 3 NJNYNH| NVINNH Nd¥NH
Y10 snapny 3 usa1o. 1 seaonu NdNYNH| NYINNH 3d¥NH

p 1938N)

213



12. Anlagen

Jaylo wse|doiAd | apndadAjod uojisda ‘uiaioad uoneande S doyd, 2uIs0JAY | IVHMA|  NVINNH JEEVT
QwAzud snapNN (uiurofas SOOUX|  NVWNH $20¥X
{B21q-PUB.IS-3|qNOP) § 5[[32 Ja3sWiey asauly) ul iedas aAIBSEP Bunuawa|dwod Jiedas Ael-x
swAzus wsejdojky aserauuAs yNHI-IAuBydoIdAn) SUVM|  NVINNH DMAS.
WAZU3 | suBIqUIBIN BWISEld |noui 1A NYWAHONIA
swAzus wsedoiky | U1210.d 2103 35€319NPaJ  BWOYR0YA>-jouInbign TO¥00N| _NVIANH 1420
swAzus wsejdojky T swAzus Sunennoe Jalyipow axi-uRinbign Tven| NVWNH Tven
19410 snapnN 7 4030} AJeljIXne YNY Jeapnu |lews zn zdven| NYWNH zdven
swAzus wse|doiky {Wwnnopa. 51wse|dopua) § SUIUIEIUOD UBWIOP UIXOPaIoNyy SOONXL|_NVINNH SONXL
13430 wsejdojh) T ewwes ‘uingny T98NL[  NVINNH 198L
4410 wse|doik) 9AI SSe|2 g B339 ‘ulingny, 8v88NL| NVWNH 888l
[ wse|doiky | Ssep € e1aq ‘uingny €88nL]  NVINNH €88l
1230 wsejdorky I s5epd e33q ‘uiingny 88nL| NVWNH s8gl’
19430 wisejdoiky qT eydje ‘uingny gIvant| NYWNH 8TVl
[ umouyun 71 Jaquiaw “AjIuie} a%1|-2583)] aUIsoIA) ujngny ZITILL|  NVINNH ZT1LL
J0ye|n8a1 uonduosues snapny 87 BUIUIEIU0) JROW 3nJediy 8ZNINL|  NVANH 8T
awhzua wsedoik) 95e|03d)jsue.)] AL NYWNH DL
[ snopnN € x2|dwi0d OHL €J0HL| NVNNH_€D0HL
13430 wsejdoih) T x3|dwod-y) TddL|  NVINNH VdOL!
Jojengas uonduosuesy SNapNN u12304d BuIpuIq YNQ ¥VL d8QY¥VL[ NVYWNH d8av.!
[ wsejdoiky T upers TNWLS| NVINNH_ TNWLS
13430 wsejdoih) e3|ap ‘401dadas 33uanbas jeusis YYSS|  NVINNH_Q¥ss
19410 snajpnN T 40108y Buid)ds You-auiuisie/aunas T4S¥S|  NVINNH T454S!
swAzus wisejdoiky aseyiuAs auipiwiiads WyS|  NVINNH 33dS
Jaui0dsuen wsejdoiky uios 14S|_NVINNH_ND¥OS|
1auno| 92eds Jejnjj@venx3 (U12U03150) Yo1I-auta1sho DIpide ‘ura10.d pajaloas J4vds| _ NVINNH 2¥ds
Ja1i0dsuen wse|doiky 9 UIXaU BuUIos 9XNS| _ NVINNH 9XNS
1230 wsejdorky ¥z Joquiaw (1311182 2eydsoyd Laled [eppUOYRO3IW) S Aliie) Ja11Ied 3anjos ¥7¥S2015| NVINNH TOWDS
Jayio wsejdoiAy 24 ulliydopua 1|-2gyo UIRWOP-EHS Zg19€HS| NYWNH Z81HS
12410 wisejdoiky T 90I-78Y9 UIBWOp-EHS T19€HS| NVWNH TOEHS
Jayio wsejdoiky eydje 4d1) 1eadas Y 18 |lews V19S[ NVWNH V195
1910 snapnN eQSYT ‘2 1UNgns ‘qe J0ey Bupids 28€4S| NVNNH ¢89€4S
asereydsoyd SnopnN 2U3805u0 Jeapnu 135 135 NVIANH 135
120 wsejdorky 9 JaqWaW ‘(UIWNgJeAC) g apej 4oyqiyul asepndad uidias 98NId¥3S|  NVWNH 98dS
[ wsedorky T JoqWal ‘(UIWNGIEAC) g apej JoNqIyul asepndad Uidias TENIdY3S| _ NYWNH N3
Jatpo| 22eds Jejnjjaeax3 g undas 81d35| NVINNH 81d3S|
1au0dsuen, wsejdoiky (215102120 °S) SojoWoy £TI3S €103S| NVNNHETD3S,

p 1938N])

214



12. Anlagen

Jay10 wsedoiky uRURWIA WIA[  NVWNH 3IWIA
swhzus | aueiquBI ewseld unoui DA[ " NVWNHTONIA
swhzua wsedoiky sejAxoquedsp usBounAydiodoin ao¥n|__ NVIWNH dnoa
swhzua wsedoiky (Wwnjnonaa 51wse|dopu) § SUIUIEIUOD UBWIOP UIXOpal SOANXL| NVINNH SONXL]

Jay10 wsedoiky | ssep e1aq 88NL[  NVWNH 5881

S wsedoiky T eydje “uy 8TvenL| NYWNH gTvel]

13430 wsejdoiky e1 eydje ‘u VIveni| NYWNH VIvel
awAzus umouyun (815112493 °5) 3ojowioy Z-TT 3seJajsuenjApaw yNy)| TITLWYL] NVWNH ZTTdL

13530 wse|dojA) (snoynbign) g uinpowodo.y £QOWL| NVINNH_EJOL|

Jolejn3al uondiosuesy snapnN 12301 SUIpUIG YN WYL 480YVL| NVINNH d8avl]

13410 snapnN 1 Jopey Bupyds H-BUIUITIE/ULBS T459S| _NVNNH 14545
swhzua wsejdoiky aseyuAs auipjuuiads W¥S|  NVWNH 33dS

oo wsedoiky b7 JoquiaW ‘(1211182 21eydsoyd {aLied [e1pUOYD0NW) 5 Alliey Japied 2anjos $2VSZOTS| NVNNH TOWDS

13410 wse(doiky T 9Y1I-ZY9 UIRWOP-EHS| T19€HS| NVWNH TOEHS

asejeydsoyd snapnN 3u2805uo seapnu 135 | 135 NVWNH 135
awAzua wse|doiA) T ungns awAzua Suneaide TOWNS T3Vs NVINNH T3VS

3410 wsedoiky G '2584Ly-UOU 3UNGNS $97 (U1ed0.oeW ‘3W0501d) aWoseaiold SOWSd| NVWNH SaWsd
swhzua wse|doiky T asela1sa01y uayoad-joywied Tldd| NVWNH Tldd
swhzua umouRun T asesmsolApew asereydsoyd uioad TINdd| NYWNH TINdd

3410 wsedoiky € unseid €51d]  NVWNH 1S1d

S wsedorky ENNd| NVWNH_ENINd

oo umouRun TN4d| NYWNH z40¥d

asepndad wse|doiA) @ asepndad adid NVWNH~dd3d
Jayiodsuen) wse|doiky ST sa1Ad0Ase uf paypLiua ursyoldoydsoyd STvad| NVWNH STvad
asepndad wse|doky € JoqWaW Y Ajlie) 95eIoWOS! SpIINSIP U12104d €VIad| NVWNH £viad
swhzua wsedoiky apndadA|od e3aq a5eAX0IpAY-p [Aj0id 8Hvd| NVNH 1vIdd
aseuny wsedorky T aseun) a3eydsoydip apisoapnu £ZNN/INN TIWN|__NVINNH VAN

oo wsedoiky 5113 W00.e5-Uou “Alo1e|ngal ‘YZT Uleyd 1y31] ‘uisoAw VZTIAW] NYWNH YZTIN

asepndad wse|doiy 7 asepndadouiue jAuoijaw 7dVI3N| NVWNH ZWdAY

13410 umouyun T 31-4030e) uondudsuesy Jaddiz aupna| TIH1Z1]  NYWNH TUZ]

a0 aveds Jejnjjaoeixg T '21qn|0s ‘BUIpUIG-apISO1e|ed ‘Uaa| 151v91|___NVANH 1931

Y10 wsedoiky 8 unesay 8L NVINNH 832}

130 wsedorky 8T unessy STLW| NVWNH 8TOTY

oo wsedoiky LT unesay LTL]  NYWNH ZTOT

Y10 wsedoiky € s1eadoJ apndadod11el1a) YIM U210Jd paonpul-uoIapalul €131 NVNH €131
swhzua wsedorky {uiuoiadeyd) T urayoad e09 H90us 183y TAdSH|__NVINNH 09HD

oo wsedoiky T U1210.d eQ@1£Z YP0Ys 183y T8dSH| NVWNH_T8dSH
swhzua wsedorky 8 U1a304d BQY0L YP0Ys 3e3Y 8VdSH| NVINNH JLdSH

3o wsedorky VT u210.d e@Y0Z Y90Ys 183y | 8TVASH/VIVASH| 8TVASH/YIVASH

43410 wsedoiky T Jaqwiaw ‘(y6d19) €139 QY06 UIR104d $20ys 1eay T806dSH|  NVWNH 1dN3
swhzua wsedoiky T Jaqual g ssep ‘(21]0503A2) eydje eQI06 U1210ad Yo0Us 180y 18V06dSH| NVINNH 8065H
swhzua wsedoiky T JaquiaW v ssep (21/0s03A2) eydje eQx06 U1a304d 320Us 383y TVV06dSH| NVNNH VO6SH

120 snapnN 3 Ui U Jeapnu 3 MdNYNH[ NYIWNH Jd¥NH

Jayio SnaPNN 4 u10. 1 1e3nu sn03uagoIlay JdNYNH| NVIWNH 4d¥NH
swhzua wsedorky ase3auuAs auoieInig 559 NVWNH 8HSO

Jauiodsuen| wseidoiky 67 ut10.d winjnanas Jjwisejdopua 6zd¥3] NVWNH 6zdy3

J03e|n8al uone|sue)| wse|doiA) 3 10178} UOHRIIUI UOIIR|SURI) JOAIRYNS ETZIE] NYWNH 3t41
Jore|nal uopejsuen)] wsedorky 431unqns ' Jo3oe} UORENIU! UORe|SUEI} JROAIBINS JE413] NVWNH 3€413
Joje|n8al uopejsuen)] wseidoiky eQY8E ‘8399 7 IUNQNS ' 1032k} UONENIU UONe|SuEL) Jn0AIEY NS 7s7d13|  NYANH 8zdl
swhzua wsedoiky [E1PUOLR0}W ‘T “UIBYD 110ys ‘a5eIeIpAY y0) [AoUa TSHD3| _NVANH WHD3

awhzua snapnN 86€ apidadAjod xoq (dsy-ely-nio-dsy) avaa 96EXad| NVINNH_86EXA

swhzua snapnN Ja3uaneds ‘awhzus Suiddedsp 5dDa|___NVWNH 5420

asepndad wsedorky g uisdayies 8510] _ NVNNH 81vD

Japiodsuen) snapnN 1auidod TINGD|  NVWNH T3INdD

a0 wsedoiky 8T ‘ui104d Bujpuiq uoe ‘Ulu0J0d 810¥00| NVIWNH 8T¥0D

Jojejngal uondyosuesy snapnN 5 50jOWOY X0qGOWOoIyD SX8D| _ NVINH SX&)
Jojejngai uondyosues snapny € ojowoy xoqowouyd €X8D[  NVWNH_€X8)
Jojejngas uondyosuesy snapnN 1 30/0WOY X0GOWOIY> TX8D| _ NVWNH_TX8)
1ay10 wsedoiky Z eydie ‘aul|-Z oSN (JuaWeyly Unoe) ufa1oid uiddes 7vZdva| NVINNH 2vZvd

asepndad wse|do3A) T3ungns jjews ‘uredjed TSNAVD| NVNH TSNdD

2o wsedoiky uuawInjed v NYWNH NMIvD

13410 umouyun & a)1|-€ J037e) uondLdsue. diseq v1€418] NYWNH pIELd

Japiodsuen) wsejdoky SpndadA|od e3aq Xa|dwiod T4 [E1PUOYR0YIW ‘Buiiodsuesy +H ‘95eYIuAS d1v| 85d1v| _ NVNNH 8d1v

Jayo wsedoiky eydje (1g9) JoNqI4ul UONEOSSIP ddD oYY | VIAOHYY| NVINH THId9
swhzua wse|doiy sujuape 19dv| _ NVWNH Ldv

Jayi0| aueiquiay ewseld SV upeuUe SVXNV| NVIWNH SVXNV

Jau10| aueiquBIN ewseld TV uxauue TYXNY| NVINNH TYXNY

13410| BUBIqUY BWSEld T 5|ns|0W Sunejngal uojsaype TNYAY| NVWNH TINYQY

3o wsejdoky T ewwes ‘unde T910V| NVWNH 910V

150 wsedoiky e12q ‘unde 810v]  NVWNH 810V
(s)odAL uoneso] awey auaD zanuz JoquiAs a

$)0d§ TS UT 9U)0.1J A)INZIUIPT IUIPINYISIIA (L ‘syods T€1 1§ 1SN
o€/ uonezuedio| S
20-3€8'7 - S0-3TY'T pue Ajquiassy Jejnjj2)
9€ /| uonesajijold|
20-3€8'7 - 90-36'T pue yimoun ejnjj2)
or /| [eAININS pue Wpeaq |12D| €
20-3£8' - 60-3€9'T
6/ [4
20-3€0' - 01-362'9
ot/ uonesyipon| T
20-3€0'2 - 01-362°9 |euone|sue.|-3s04
sajndsjow / anjea-d|  suompdung Jejn||3) pue JejnasjoN
(s20°0) Suneusis| s B . <
8ST/¥ /€0-3T0t 103da23Y U0GIeI0pAH |Aly - - ]
(T'0) aueiquia [eupuoyouN| ¥ €2 sapiosia| €
07/2 /€0-366' pue eLIpUOYIONN |eyuawdolanaq ‘Suppiyel |
40 uonezisejodaq sasealdaq VNY ‘Vodsues) Jejnasjon
(8¥0°0)| (+ey) |aued ainjie4 |eudy aindy| € i3 J1apuosiq [eauawdojanag| ¢
29/€ /£0-360' ‘|leAINING pue Yieaq
(920°0) asuodsay ssans| 3D ‘Modsuel | Jejna3joN
2€2/9 /¥0-30L'E PIXO PAILIPAW-ZYN 06 aseasiq [eoiSojorewaH| T
(£50°0) Suieusis| T ‘3UIP|04 UI2104d ‘UOIIEINIPON
0L/ /v0-326'T 101284 3|gINpPU-eIX0dAH Jeuone|sue. 11504
oney / anjea-d 53511 x0) doj | 31005 SUOIIUNJ YIOMIBN PaIeII0SSY
[= c 1) o
" < c ) ) MuJ
s 8 § § % § § & & 1 & g
N & R 3 3 3
£ g E 5 5 5 5 o = s £} 5
T T T T T T T T T T
€-
4z
4 1-
ety
—
o
X RS 0
;/\
11
1¢
s8ued TET
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 m

G J21snp)

215



12. Anlagen

$30dS $S Ul UI0.IJ IINZINUIPT JUIPINYISIIA 69 ‘syodg 1€T :9 1IN
w/ asiwoidwo) sein@d| S
20-320'% - 90-35£'9
8¢/ IAINS pue yieaq [19D| ¥
20-3€5' - L0-3ST'Y
ov/ uonesayijoid| €
20-320°% - L0-3611 pue yimoun sejnjj2)
L/ T
£0-301'Y - 80-3%0'C
€1/ uoneayipoy| T
(ze0'0) eyvdd BIA SI10jed4j04d[ S 20-3£9°2 - 80-3¥0'C I 1-350d
S6/€ /€0-356'9|  dwosixoiad Aq uonejngay /anjead 135un Je[n|j3) pue
3ua9 Jo wsiueyda
(sz0'0) Suieusis| v - B S
85T/t /£0-310'p|  101d223y U0que30ipAH [AIY - B v
(160°0) |aued saxysewolg| € - - €
T/ [£0-329'E Apiuagoun.esoieday 19 1apaosia Aseypasay| T
1x0j0uaBuoN “1apaosiq [euawdojanaq
(820°0) UOIBANDY BYXY/RYVdd| “A11sILBY0IG 3NJIIOIA [[BWS|
6L1/S /v0-362'8 88 asiwoidwo) senyad| T
(€0'0) asuodsay ssans| T ‘3uIp|04 UI2104d ‘UOIIBILIPON
2€2/L /S0-39'y|  annepxo pateipawi-ziun| | [UONe|SUIL-3S0d
oney /anjea-d s3s17 0L doy| 21005 SUOIIUNF YIOMIBN Pa3eIdosSy
(=3 & o I
c c c < b 3 o o ° 4 % e
s § = § 9§ § 3 H N S
N = N X
5 £ B 2 ) ) 5 2 B 5 5 ES
T T T T T T T T T T 7]
€-
Hz-
H1-
N
= 0
———— h
o
e
4T
-
seuss €T | o
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

2o Wse|doiAy| opndadAlod eWWes ‘Ufa101d UOReAnse S ueydordA SUISOIAY OVHMA| NVINNH OEEPT

S wsedoiky uRuAWIA WIA[ NVWNH3WIA
Swhzus Wseidoiiy T osernpal TQUNXL| NVINNH THXuL
swhzua wsedoiky {Wwnjnona1 51wse|dopua) § SUUIEIUOD UBWOP Up SOANXL| NVINNH SONXL|
S wsedorky T paljonuod-Ajjeuonejsues; ‘uia3oid Jowny| TidL| NVNH d1oL

13yi0 wsejdoiAy (e399) Z uisoAwodo| TNAL|  NYINNH ZINdL|

ay10 wsedoiky 1X9dwod- TdIL]  NVNNH VDL

Jayio| aueiqiay ewseld U110.d pajeInosse 101da23) 35eUn| SUIUOBIYY/aULI3S dvdIS| NVINNH dvals

) wsedoiky T (JHOW VLI PUE UIEWOP £HS) 3|n3]ow Joydepe Supnpsuely [eudis WVIS| NVWNH TAVIS

13530 wse|doyky e3jap ‘103dada1 33uanbas [eudls v¥SS|  NVINNH_Q¥ss

Yo snapnN € Joyoe) Bupljds Yo-sujuiEie/aunias £459S| _ NVINNH €455
swhzua wsejdok) asequAS aujuads SNS| NVINNH ASdS
13410 wse|doiky dopud 1I-Z8Y9 UIeWOp-EHS Zd19€HS| NVIWNH 281HS
sseleydsoyd snapnN 3U3802U0 Je3pNU 135 135 NVINNH13S
Joren3a1 uonejsuen] Wsedoihy VS U19101d [eW0SO 4_ Vsau|  NYNNH vsSy
Jayi0 wsedorky ufewop SUIpuIq WNIdJe> puey-43 °Z uig|eojnanai | TNJ¥[  NVWNH ZNDY

Japo SnapnN g u1a301d jnow Buipuiq v | V88| NVINNH VBINgY
asepndad wsedoiky (1% ‘ewwed gzvd) £ 11UNgns Jojennde (uredoioew ‘aW0s01d) aWosealold £3WSd| NVINNH £3WSd
asepndad wsedoiky (¢ asepndad [euoppunyninu a8.e) 6 ‘90A) €399 NUNGNS (Uledooew ‘aWw0501d) SUI0SED10Id 68NSd|  NVIWNH 685d
awAzua wse|doiA) H-08 3e43sqns J 3seuny uisjold HSOY¥d| NVWNH 8ZN19
aseuny wsedoiky eydje | 2dA1 ‘Aioye|n3al Juapuadap-diNYo ‘@seuly Uialoid VIUYYd|  NVINNH 0dV)
SWAZUS Wsejdoiy 7 UXopa1iX01ad 7X4d| NVNNH pXaud
aseeydsoyd SnapNN 31ungns snAjesed ‘g asejeydsoyd uiszold 29ddd|  NVWNH 9ddd
asereydsoyd snapnN Jungns onAjeles ' asereydsoyd uialoid DSddd| _ NVWNH Sddd
asereydsoyd wsedoiky swAzos| eydie 1unqns onAjeles ‘T asereydsoyd ueroid VOlddd| NVINNH Vidd
13430 wse|dojA) € unsejd £51d NVWNH_1S1d
swhzua umouyun aseyeydsoyd arejorAiFoydsoyd d9d| _ NVWNH dod
asepndad wsejdoiy € JoqWAW ‘Y AllUiE} 95e19UI0SI SPINSIP UI2104d €VIdd| NVWNH £viad
swAzus wse|doky 1 spndadAjod eydje ‘asejAxoIpAy-p [Ajoid TVHvd| NVNH TvHvd
swhzua wse|doiky T Buipuiq 9pAyp|e URINbIGN ‘UEWOP NLO T8NL0| NVWNH T8NL0
Janiodsuen) snapnN eQEY upodoapnu €7dNN| NVINNH £7dNN
a0 wsejdoiky MOs ‘[e33]2fs “JEINILIU3A ‘I[ex[e '€ Ureyd 381 ‘Uisohw €AW NVWNH €AW
asepndad wse|doky 7 asepndadouiwe jAuoiyiaw 2dV13N| NYWNH ZWdAY
swhzua snapnN T (Ue2a1da]) Ue2A[30210.d PaYdLUB-aU0.d BUPNA| 138431 NVINNH THEd
Jayo wsedoiky 8T unessy STIW| NVWNH 8TOTH
swhzua wse|doiky 55e39UAS YNUI-IASAL Sun NVINNH AS
awhzua wsedoiky 8 u1a104d EQA0L YP0Ys 1€3Y 8VdSH| NVINNH JLdSH
swAzus wse|doky (eq¥i8, ‘uis101d pare|na-3s00n[3) § UIa10.d EQY0Z Y20 1Yy SVdSH| NVWNH8/d4¥D
Jaylo wsejdoihy T Jaquaw ‘(y6dio) 139 Y06 UI104d }o0ys 1eay T806dSH NYWNH_1dN3
swhzua wse|doiky T Jaqual g ssep ‘(21]0503A2) eydje EQI06 U1210Jd Yo0US 189y 18V06dSH| NVINNH 8065H
awAzua wse|dojA) T Jaquiaw v ssed ‘(2110s0342) eydie egy6 u1230.4d Yo0ys 1eay TVYV06dSH| NVINNH VO6SH
13410 snapnNN (22/12)2 1 Jeapnu 3 OdN¥NH| NYINNH Dd¥NH

10108} yimoud | 3deds Jejnjjdenx3 10108 YIMo.3 panisap-ewoleday 49QH| NVWNH 490H
101084 3MOIT wse|doky £13q ‘J0Ye) Uopeinew el 84NS|__NVNNH 83D
awhzua SN3PNN e@6S ‘v ur104d Suipuig 90534 7d8X4| NVINNH pd8dd
swhzua wse|doiy (o 110¥3| NYWNH Y1O¥3
Jore|ngal uopejsuen)] wsedoiky VS 10328} UORERIUI U VG313 NVNH TVSdl
Joje|n3al uonejsuen, wsedoiky [31UNgns ‘€ J0J0e} UOKENIUI UORE|SUEI} dBOAIB)NG r€43] _ NVNH €43
Jayi0 umouyun 6 Jaquaw 3 Ajweyqns ‘Jojowoy (opdsH) reua 621VNd| NVWNH 6JING

a0 umowsjun ZINGD|  NVWNH_Z3Ndd
Jauiodsuen) snapnN 1auidoo TINdD| NVNH T3INdD
Jayio wse|doiky (wny2150A321Q) T H1I-UIS010€03 11100 NVWNH 11100

JED) wsejdoiky g1 ‘U1101d Bujpuiq unde ‘ujuoJod 810800| NVWNH 81400
Jayiodsuen| wse|doiky Uojisda 31ungns ‘xa|dwod ura3oid Jaw03e0d 3400 NVWNH 3402
1ay10 wsedoiky 6 U1101d BUIpUIq YNQ 9589134 UIBWOPOWOIYD 60HD| __NVINNH 6aHD

a0 wse|doky {uojisda)  1uNqns ‘TdJ1 BUIUIEIUOS Ujuoiadeyd 5120 __NVNH 3dD1]
swhzua wse|doiky € aseponpai [Auogues €980 NVWNH £¥8)
1ay10 wsedoiky 7 eydie ‘aul|-Z oSN (uaWeyly Unoe) uia1oid uddes 7vZdva| NVINNH 2vZvd
Jojejn3al uondudsuesn wsedoiky unonaIed YIVD[ NVANH ¥V
120 wsejdoiky T u2304d Buneande ased1o oy | TdVOHYY| NYWNH T09HY
swhzua wse|doky SselajsueiAsoquoydsoyd aujuape 19dv|  NVANH Ldv
1330 aueiquis |y ewseld 5V uixauue SYXNY| NVINNH GYXNY

Jau30| aueiquBIN ewseld vV upeuue PYXNY| NVINNH pYXNY

J19y10[ BuBIqUIA} BWSEld 7V uixauue TYXNY| NVINNH ZVXNY
swAzus wsejdoky Tv Jaquiaw ‘Ajiiey 6 35eua30IpAy3p SpAUEPIE TV6HATY| NVIWNH V6V
1330 aueiquisIN ewseld T a|nosjow Sunejngal uoisaype TNNaY| NYWNH TNHaY

1ay10 snapnN V9 MI-unoe V91OV] NVINNH V910V

JE) wsedoiky T ewwes ‘ude T910V|  NVWNH 910V

13410 wse|dojA) 334 ‘unde 4910V|  NVINNH 810V
(s)adAy, uoneao] awey auap zanuz loquiAs a

9431snp)

216



12. Anlagen

$)0d§ pST UI AUI0.IJ A)IIZYHUIPI UIPINYISIIA 60T

‘syodg

8€T L AdsnD

(€90°0) uonensay| S
€9/t / €0-3£8'9 uiodyay) §/19 131243 1120
(590°0)| (1) |aued ainjtey jeuay aindy| ¥
29/t / £0-305'9
(1T1'0) (1Y) [2URg JaJRWOIG| €
£2/€ / £0-310%| Aud1x01 3|ngny [ewixoud [eudy
(580°0) uonen3ay julodydayd| ¢
L/¥ / €0-36€°2| 38eweq VNG /29 :919AD 19D
67 J1apaosiq Aseypasap| S
(z50'0) asuodsay ssang| T “Uoneaypop [euone|suel |
£2/21/ 50-30v'T SAEPIXO PAILIPAW-ZIUN -150d ‘JUaWanOW Jejn|j)
oney / anjend 3517 X0, dog| 8y $19pa0sIqQ Je|nasn pue| b
|e3912)S “JapJosiq AleapalaH
w/ asiwosdwo) senj@d| S ‘19pJosiq [eyuawdojaraq
20-38€'7 - 90-3¥0'T s Ansiwayooig| €
8/ |eAIAINS pue yieaq 3| ¥ 3INJ3JO |[BWS ‘WSIjoqeIa
20-32€'€ - £0-329'E PIdY 2IBNN ‘WsI|0qeIs N
ot/ Buipjo4 uir0d| € 86 15343UAS U z
20-302'T - 80-308'T ‘8UIP|O4 UIS101d “‘UOREIIPOI
€€/ uoneayipon| |euolje|sued | -3sod
20-39€'Z - 80-308'T |euone|sues|-1s04 00T aseasig| T
6/ uonesdyoid| T |ea180j01eWaY ‘s19pIosiq
20-37£° - 01-318'C Pue yimoup Jejnjjay wia3sAs supdopug “Udue)
/anjead Jen||3) pue 21035 SUORIUNS YIOMIBN PRIEI0SSY
= c o o
< < c 8 13 o
g € < 2 8 = e g g g g W
o & N E] 3 3 ~ N 5
5 2 Ea 5 5 5 5 £ B 5 5 5
T T T T T T T T T T 7]
Hz-
A1-
0
4T
—4¢
seuas g£Z | ¢
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

swihzua wsejdoiky T 1d aseJajsuel)-s suoieInd Td159] NVNNH Tdlso
awAzua wse|doiA) T e3awo aseJajsuely-§ auolyiein|s| TOLS9| NVIWNH TOLSO.

swhzua wseidoiky 35e12U3UAS auoIREIN(S| SS9 NVWNH 8HsO

Joe|n3al uonejsuen] wsejdoiky Z uonisues; aseyd s 03 19 21dS9| NVWNH_8€443
J03e|naJ uopejsuex)] wseidoiky T uonisues aseyd 5 01 19 T1dSO|  NVWNH vedu3
19410 wse|doiA) Z u104d punog-103dadal Jo1de) Yamos| za¥9|  NVINNH za¥d

swhzua| aueiquiapy ewseld 7 apndadA|od e32q (Uia10.d o) ufa10.d BUIPUIG 3pHOBPNU BUIUENS Z8N9| _ NVNNH 2889

swihzua | aueiquayy ewseld T apndadA|od e3aq ‘(ura10.d o) ur@301d Suipuig apROBPNU BuIUEN3| T8NS|  NVNNH 1889

Swhzua Wsedoi £ uxopaIEIng| EX¥19| NVINNH EX419

12410 wsejdoiky T Jaquiawi ‘Ajiure) 3ulurejuo utewop zad Jdi9 12d19] NVNNH 10dI9.

12410 wseydoiky 7 10}qIyuI UORENOSSIP 44D 2109 NVWNH 8109

swhzua wse|doiky 8V [eA1nau ‘eydje “asepisoonjs] AYNVO| NVWNH 8YNVO

swAzus snapnN Q65 ' UI2104d BUIpUIG 90533 83| NVWNH pda)d

awAzua wsejdoky e §9 ‘0T u1304d Buipuiq 9OSH OTd®H| NVNNH_OTENd

duwikzua wse|doiny (215112193 °S) aYII-TO¥3 110¥3[ NYWNH vTO¥3

SwAzus wseidoiky (leuoInau ‘ewwes) 7 asejous 70N3| _NVWNH 90N3

J03e|n8aJ uopejsuex)] wseidoiky TV J0108) UoRenIul uoNelsues} dRoAIBYND TVpd13|  NYWNH TVl
10)e|nFaJ uoNejsue]| wse|doiA) © JUNQNs ‘g J0JJ} UONRINUI UOLR|SURJ) d1n0AR)Y NS ¢4 NYNH 9€413
Joe|nal uonejsuen wseidoiky 3UNqns ‘€ J01oe UORENIU UoRe|sUel} JnoAIeyna 34 NVINNH 4€43
J03e|na1 uopejsuex)] wseidoiky ©QYBE '©190 7 UUNGNS ' 10376} UOHERIUI UoNe|SuES} JRoAIEYND [52] NYNNH 8zl
Jayi0 umouyun 2q J3quiaul ‘Ajiuiey urewop puey-43 2QH43| NVWNH zaH33

Joe|ngal uonejsuen wseidoiky {u12101d 98UBLX3 3PNOBPNU BUIUENS) €3]3P T J037e) UONEBUOJS Uone|sues) JnoAIexns a1433]_ NVANH d1d3
1ui0 wsedorky 7 uteyd ajeipauIaul ‘T d1wse|doyko ‘usukp ZITONA]  NVWNH 21100

1ay10 umow(un 6 4aquiaui *3 Ajiwieyqns ‘3ojowoy (0ydsH) reua 6J(VYNA| NVWNH 62INd

12410 wsejdoiky T1 Jaqwaw ‘g Ajiwiejqns ‘3ojowoy (oydsH) reug TI8VNG| NVWNH_T18rd

awAhzua Sn3PNN g6¢€ apidadAjod xoq (dsy-e|y-n|9-dsy) avaa 86€XAd| NVWNH_86EXa

QwAzud SnapPNN V6g apndadAjod xoq (dsy-e|v-n|o-dsy) avaa V6EXAA|  NVINNH_V6EXA

awAzud SNapNN V6T dpidadAjod xoq (dsy-ejv-ni9-dsv) avag V61Xad| NVNNH V61ad

Jaui0 snapnN eQiZ2T T U19302d Buipuiq YNQ d510ads-a8ewep 1800 NVWNH T8dd

Jay10 wse|doiky (05d)  unoeudp ZNIDA| NVWNH ZNIDQ

1ay10 wseidoiky T ungaip INSA|  NVINNH 8330

swihzua wsejdoiky Sse3auAs yNy-1Kiedse Suva|  NVNNH J0AS

19430 sueIqUIBIN ewse|d u1eI0d NLLD|  NVANH 80¥S

swhzua wseidoiky BUIpUIG-yNY ‘13 BUIUIEIUOD UIEWOP %204s P|O> 13050 NVWNH 1305D

13430 wisejdoiky (s1sdopiqely) y 3ungns 8ojowoy diuaSoydiowo3oyd SARNIASUOD 60D 5d0D|  NVINNH ¥NSD

Jopiodsuen| wise|doiky Uoj1sda 31ungns ‘xa|dw0D uja301d JaW01E0D 3400 NVWNH 3d02

JE) wseidoiky 1oe ‘€ ujuodes ENND| _ NVINNH_ENND

asepndad wsejdoiky (Anwey oz asepndadojjelaw) z asepndadip daND ZdAND| NVWNH ZdaNd

SnopnN T [2uuey? Jej TOM[  NYWNH 121D

wseidoiky uleiq ‘aseupy aur D] NVNNH 88

wseidoiky T Jo3guyur sisoydode padnpul SUOIAD INIGVID|  NVNNH TNIdD)

wseydoiky 8y ui2104d Apog JejnoisaAninul pagiey 8YdWHD| NVINNH_8YIWHD

wsejdoiky (2815112133 ") Bojowioy £ 3PAd UOISIAIP 1139 £€300| NVWNH_£€D0)

wsejdoiky z uts304d Buipuiq (1ey d1wisejdoikd) zay 2dg9zad| NVWNH zdzad

wseidoiky {e303) 8 1UNQNS 'TdDL BUIUIEIUO> UuoIadeyD 8150] _ NVINH 0dJL

wseidoiky {uolisda) 5 31UNGNs ‘Td)L BuluIEIN0D UjuoIadey) 5100 NVWNH 3ddL

aui0 wsejdorky {ewwes) £ 31ungns "Td>L BuIUE3UOD UjuoIRdEYD €193 NVWNH 9ddL

Joje|nBal uondudosuen snapnN 5 30/OWOY X0GOWOID SX8d| _ NVWNH_SX8)
Joje|n8al uondudsuen snapnN T 8ojowoy xogowouyd X80 NVWNH X8
asepndad wsejdorky unejsedjed 15vo|  NYWNH vl

19410 wse|doiA) £19q ‘aul|-Z 3)asnw (Juawejyy unde) uiajoid Suiddes 92dv2| NVWNH 92dvD

Jay10] BueIquIB ewseld T ui2101d pajenosse Ao 15 INNdVD| NVANH T8dvD

13430 umouxun 0T aWey SuIpeas uado ZT SWOSOWoIYd OTHOZID| NYINNH TOAN

asereydsoyd SN3PNN T asepnoajanu aleydsoydsig-s ‘(). TINdS[ NVWNH TINdE
asepndad wsejdoiky 3se[0IpAy upAWoa|q H18] _NVINNH HATE

1aui0 wsejdorky 351U0BE Y3eap UeWOp BURJEIAII EHY ais| _ NvwnH as

Jopiodsuen| SnopnN {[eo108q) T 80j0WOY ‘BUIpUIG-dLy 'Jo0dSUEI) 93juasIe ysie TYNSY| _ NVINNH WNSY.

JET) wseidoiky T BUIUfeIUG> J2ddIZ 3UPNA| pUE UIEWOp Hd ‘Uoeaul auisoiAoydsoyd ‘Uiatold Jordepe T1ddv| NVNH VETdd

ssepndad wsejdorky asej01pAy apndad-jhoeouierhoe-N H3dv|  NVNH HdOY

19430 sueIqUIBIN ewseld SV uixauue SYXNY| NVNH SYXNY

swhzua wseidoiky £V Uixeuue EVXNY| NVIWNH_EVXNY'

30| ueiquiay ewseld TV ueuue ZVXNY| NYIWNH ZVXNY.

Jaui0 SnopnN v/ Joquiaw ‘Aj1ie; ¢ Uiar0.doydsoyd Jeappnu (4on-aupnaj) JIpie VZEINY| NVINNH VZENY

Japiodsuen]| soeds Jeinjj2enxg ujungle V] NVNNH new

au0 wsedorky {3502A) T B0jowIOy 25841V UI2301d EQDI06 20US 3831 JO JOIPARIE TYHY TVSHY| NVNH TVSHY.

swhzua wiseidoiky aseuta)shoowoyjAsouape JOHY| _NVWNH HHYS

Jayi0| ueiquIB ewseld (1523A) Sojowioy € Uj2101d Pate]aI-UNJE £dyY| €910V]  NVINH €48V

ayi0 wsejdorky (35eah) e39q URPEUS) ‘g BOjOWOY T UI2301d PajeIoi-URde TdyY] ATHIOV|  NVNNH ALDY

Jaui0 wseidoky v eydie ‘uiunoe YNLOV| NYWNH YNIDV

ay10 wseidoiky T ewwes ‘ude TOLOV|  NYWNH 910V

13430 wsejdojh) €134 ‘upde g10V|  NVINNH 810V

(s)adAL uoneso] [ — JoquiAs al

£ 3snp

217



12. Anlagen

[ wsedorky ‘541 y-UOU 31UNqNs 597 (U1edo.oeW ‘awi050.d) auosealold $AWSd] NVWNH tQNSd
1240 wsejdoiky 7 ‘584 1y-UoU 31ungns 597 (UledoIoew ‘awosoid) awoseajold ZAWSd| NVWNH ¢aWsd
asepndad wsedorky T ‘25ed Ly-Uou Jungns 597 (uredosoew ‘awosoid) awoseayold YTANSd|  NYWNH 3a5d
Ssepndad wsedorky €1 '95edLy-UOU 31Unqns 597 (Uredoioew ‘aWosoid) awosealoid €TANSd| NVANH €105d
asepndad snajPNN  ‘ased 1V ‘Hunqgns 59z (uredosoew ‘awosod) awoseajold OS] NVINNH 89SYd
Joye|n3a1 uonduosues snapny € ‘a5ed 1y 1UNqns 597 (Uredo.oew ‘awosoid) swoseajold £JNSd|  NVWNH v9sud
Ssepndad snappnN 7 '2se4Ly 1UNgns 597 (u1edoIoew 'aW0s01d) aWoseajold 7OWSd|  NVWNH Z58d
ssepndad wsejdoiky £ 2dA) e1q Y1ungns (ujedoloew ‘aWosoid) awoseajold 78NSd| __NVINNH Z85d
asepndad wsedorky € '2dAy eydje yungns (uredosoew ‘awosoid) awoseayold EVINS|  NVWNH £vSd
sereydsoyd snapnN 1unqns onAleles ‘s asereydsoyd ui1oid 5Sddd| _ NVWNH Sddd
sereydsoyd wsejdoiky 5WAzos| e33q Iunqns JnA[eIes 'z asereydsoyd uaioid 937ddd| NVINNH 8vZdd
ssereydsoyd wsedorky swiAzost eydie Hunqns onAleIes 'z asereydsoyd uiajoid d7ddd| NVNNH WvZdd
asejeydsoyd wse|doiA) awAzos| e3aq ‘Uunqgns dnAjeled ‘T asejeydsoyd uralold 92Tddd NYWNH 9Tdd
ssereydsoyd wsejdoiky swhzos| eydie unqns onAleles ‘T asereydsoyd uiajold VJTddd| __NVNNH Vidd
swhzus umouyun T oseimsalipaw sseseydsoyd uoad TINdd| NVYWNH TaWdd
asejeydsoyd snappnN 9T ‘Juapuadap +ZuN/+Z8IN ‘@sereydsoyd uiajoud OTWdd| NYWNH OTWdd
SwAzus wsejdoyky 1 (uediou) asereydsoydouhd TVdd|  NVWNH ¥AdI
dwAzua Sn3PNN eaiee 3 apndadAjod (pa13.1p ¥NQ) II (VNY) dsesawhjod Jz¥10d| NVAINH €8dY¥
wAzud wsejdoiAy € 1p-S ‘auish|-uage|0o.d €001d[ NVWNH €301d
120 wse|doiky € udiad ENINd z<—>51wmz:n__
aseuny wsedorky Spsnuu ‘aseuny ayeaniAd Wid]  NVINNH WA
Joje|n3ay uondposues ERE S 3ungns uipjoja.d SNAdd|  NVWNHS04d
asepndad wsejdojky q asepndad Gd3d] NVWNH Gd3d
swhzus wseidoiky 9 JaqWiaW 'y Ajiliiey 35e13UOS| 9pINSIp Ur230id ovidd| _NvWNH 9viad
SwAzus wse|doiky 7 J9qWaU 'y AjIEJ 55e1aLIOS| 9pYINSIP Uf210Id ¥VIdd| _NVWNH vvIdd
asepndad wse|doiA) € JaquIaul ‘y Ajiwey 3sesawost apy|nsip ura3old €VIad[ NVWNH €viad
Swhzus wsejdoiky 329 (apiweod) aseuaBoipAyap areaniAd 8Had| NVNNH 8400
SwAzus wse|doiky 0 (9181 edse-q) a1eiedseosi-1-uiajold TINDd|  NVINNH LI
swhzus snapnN T Jeapnu ‘ui304d Buipuig (v)Aiod INJ8Vd| NVWNH Zdgvd
Joye[na. uonduosues SN3PNN| e@I8E ‘YOZ pajerosse-uonesdyijoid ¥97vd| NVWNH v92vd
SwAzus wsejdoiky 55812JSUBJIOUILE DUIYIIUIO V0| NVWNH VO
120 wse|doiky (SuBINpIU ") BojowWoY 5 UONNGIASIp Jeappnu 2anN| _NVANH >anN
13430 wsedoiA) T ut9304d Buipuiq 3pRodPNU Td8NN| NVNNH Td8NN
awhzua snappnN T 95eJaj5ue}Ay1au-N 5A71-0.4-eex [BUIWIR)-N TLALN| NYWNH YTIALN
J03e|nga1 uondudsuel} snapnN (ujewnu ‘szg ui Jejoapnu) TINAN NVINNH_WdN]
SwAzua wsejdoiAy 952435UB|AYI3W-N 3PILEUNOJIL TAINN zqsaxw:zzh_
SwAzus wse|doiky 1£3U03 UjeWop aseJaysuenjAsoqUoydsoyd a1eunnoalu TL8dYN|  NVIANH 8ONd
1ayodsuesy wsejdoiky youd 1010} BAN! I N 9dVN|  NVNH9WNS|
J03e|n3a. uonduosuesy wse|doihy 3ungns eydje xa|dwod pajerdosse-apidadAjod Juadseu wouN|  NvWnH vown|
JE) wsejdoiky 2PSNW [e313]3%s ‘€T Uleyd Aneay ‘uisohw ETHAW| NYWNH_ETHAW
12430 snappnN 1210.d 3jnea Jofew dAN NVNNHdAW
swhzus snapny (1109 3) T 2dAs sisodAjoduou Jaaue3 Uojod ' S0jowoy SINW ZHSW|  NYWNH ZHSW
SwAzus wisejdoiky 3seJawos| ajeydsoyd asouuew 1dN] NYWNH 1dW
12410 wse|doiky T Jaquiaw “Ajiuiey §3/4Y ‘U1210.d pajeinosse-a|ngnioIw T34dVIN| NVINNH T34V
Swhzus snapny T (uesa1da)) uedA|Foa301d payouus-auljoid aupnal 134d31]  NVWNH THed
19410 wisejdoiAy 8 unesay SLWI|  NVINNH 83D
Ja1i0dsuen snapnN (T eydje unioduwi 'T 110403 9vy)  eydie uuaydohiey TYNDI|_ NVINNH 2Vl
12U30 wsejdorky eydje ‘U1210.d JUaWUE]) 1EIPALIIAIUI [EUOINGU UXSUIZIU! WNI|  NVINNH XNIV|
12U0 wsedorky |EIPUOLD0}IW “U210.d SUEJqWaW Jauuy LA NvWnH |
swhzus wse|doiky eydie (+QVN) € a5eua80JpAyap 21e10s! VERAI|_NVIANH vEHal
Jayj0 wsejdojh) T pajejn8as-dn eixodAy TNOAH| NVIWNH TNOAH
JER) wse|doiky T u1210.d eQYOTT/EAYSOT 420Us 183y THASH| NVWNH_S0TSH
swhzus wse|doiky {uiuosadeyp) T ui3o.d ebl09 P0Ys 183y TdSH| _ NVINNH 09HD)]
1au30| 2oeds Jejnjjaenx3 TT Jaquiaw ‘(jjews) g Aliwey ui230.d %20Us Jeay TT8dSH| NVWNH TT8SH
13Y30 wsejdoiky T u1a10.d eQ@I£Z P0YS 183y T8dSH| NVWNH T8dSH
12410 wse|doiky (uiiepiow) 6 uta30.4d e@0L %2045 183y 6VdSH| NVINNH_5£d¥9
swhzus wsejdoiky 8 U1230.d eQY0Z $20Us 183y 8VdSH| NVINNH DZdSH
Y30 wisejdoikd 7 U1210.d Q0L $20Ys 183y #YdSH| NVWNH wLdSH
12410 wse|doiky VT u12304d e@0L 20ys 183Y| §TVASH/VIVASH| 8TVdSH/VIVdSH
swhzus wsejdojky T Jaquiaw g ssep (21/0503A2) eydje eQx06 UI230.d 320Us 383y T8V06dSH| NVINNH_8065H
SwAzus wsedorky T 19qWaW v ssepo (21/0503A2) eYd|E BQ%06 U1210.d $20Us 183y TVV06dSH| NVINNH VO06SH
[ snapnN T &I-N uLRio. i Jeapnu 3 ZININYNH| NVIWNH ZI4NH
1ay30 snapny B Jeapnu MdNYNH| NVINNH 3d¥NH
12U0 snappnN (H) TH ue1o. 11 Jeapnu THANYNH| NVINNH THYNH
[ snapnN 3 U0, 11 Jeapnu 3 JdNYNH| NVINNH 3d¥NH
swhzus snapny /v Jeapnu AVANYNH| NYNNH YO
SwAzus wisejdoiky (21an|0s) T 25eyauAs yod-[AeInBAYIaw-¢-AX0IPAY-£ TSO9WH| NVINNH TSOWH
swAzus wse|doiky 558uaB0.pAyap 212 KINGOSIAX0IPAY-E HOVEIH| _NVWNH HAIHE
103084 YM0J3| 20eds Jejn|@oe1x3 10108} Y1M0IF pantiap-ewoyeday 390H| _ NVWNH 99aH
Joye[ndal uonduosuen SnapNN ¢ asejh1odeap auoisly 2OVAH| NVYWNH 2OVaH
Joje|n3a1 uondposues snopnN 1 asefa2eap uoisiy TOVAH| NVWNH TOVaH
awhzua wsejdoiky aserayiuAs yNyI-IAPISIY SUVH|  NVWNH DHAS

£ 191sn])

218



12. Anlagen

SwAzus wsedoi]spndadAjod eyez ‘urer01d uoneance € auisoIky ZYHMA|  NYWNH Z€€pT
JE) wsedoiky| apndadAjod exays ‘uiai01d uoneande uisoIy OVHMA| _NVINNH LE€vT
1230 wsejdoiky | apndadAjod ewwes ‘ui301d UOREARIE £ auis0ky OVHMA| _NVWNH 9gEpT

awikzud SNIPNN (8upurofas S20UX|  NVINNH 508X

{B21q-PpUE.}S-3|qNOP)  S[[32 Ja3sWiey 3sauly) ul Jiedas ANIBSEP BunuaWa|dWod Jiedas Ael-x
120 umouyun 19 utewop eadas am TOMAM | NYNNH T9¥aM!
awAzud wse|doiA) u1230.d 3ujuieIUOD UISOlRA dOA NYINNH VY31
swAzus | ueiquia ewseld [noum TOA]_ NYWNHONIA
J1au0dsuen | aueiquia ewseld (ea1ui0y1jea 1) Sojowioy T ur230.d 1J0dsUe] SUIWE SDISaA] TIVA|  NVWNH TLVA
Ssepndad wsejdoiky (L asepndadosi) g asepndad oyads uninbign Sdsn| _ NVINNH sd8n
asepndad wsejdoiky (oseiAs0oA[3suen aujuend-yNy1) pT asepndad oliaads unmbign pTdsn|_NVINNH pTden
swAzus wsejdoiky | ui2301d 2103 sE1NPaI  AWOIYR0YA-jouInbign TOW0N|  NVANH THD
1ayi0 wse|doiky T u1210.d uiewop xgn INX8N| NYWNH_TNX8N
Joyejnga) uondiosuen wisejdoiky 23 swAzus Bunesnfuod-unmbign J23an|  NVNH Xz3sn
swAzus wsedorky 5 swAzua Sunennoe Jalypow axi-uRinbign svan| _ NVINNH svan

SwAzus wse|doiky 1 swAzUs SuneAIE Ja1Jpow axi|-umnbign Tven|  NVWNH Tvan

swAzus wse|doiky T 95€30NPaJ UXOP3IOIYY TQYNXL|_NVWNH TuXuL

awAzud wse|doiA) T 9Y1|-UIXOpaJoiy} TINXL[ NVNH TINXL

SwAzus wise|doiky (WnnonaJ ojwsejdopua) § BujUlEIU0D SOONXL|_NVINNH SONXL
JE) wse|doiky 198NL[  NVNNH 1981
Jayi0 wsejdoiky 9AI sseld g e3aq ‘ui avasnl| NYWNH 8vagl
120 wsedorky | SSep € e13q ‘Ul €88nL] NVINNH egal
120 wse|doiky I'ssep eaq ‘U 88N1]  NVWNH 5881
13430 wsedoiA) ey eydje ‘u VpVENL| NYWNH VpveEL
[ wsedorky o1 eydie u JTvani| NVWNH JTval,
JE) wse|doiky qt eydie ‘u 8TvaNnL| NVWNH 8Tval,
13430 wisejdoiky et eydje ‘uingny) VIVENL| NYWNH VIVEL

Jaui0dsuen) snapnN X 10108} pajeroosse-ujsuen] XVNSL| NVNNH XVNSL
J03e|nga1 uondudsuel} snappnN 87 8ujulejuod yjow ayieduy SZNIYL| NVINNH 8T4IL
120 snapny (en1ydosouq) Sojowoy e3aq 7 Jauliojsuen| 82VHL| NVNNH 82viL
120 wsedorky T pajjouod-Ajjeuonejsued; ‘Uiajoid Jowny] TidL|  NVANH dDL,
13y30 wse|dophy  uisoAwiodo.y YNdL]  NVWNH pWdL
13430 wse|doiA) € uisoAwodouy | ENdL[  NVIANH ENdL
13y30 wsejdoiAy (e329) z uisoAwodou| TWdL|  NYNNH ¢NdL
120 wse|doiky (eydie) T uisoAuiodosy TWdL[ NVWNH TIAdL
12u30 wsejdoiky 2 21-z5q ur301d Jowiny) 71250d1| NYNH $SadL
120 wsedorky (snoynbign) € ulnpowiodo.| €QOWL| NYWNH EGONL
asepndad wse|doiky 1 asepndadodijo Jawiyy TdOHL| NVWNH TdOHL]
13430 wsedoiA) T x3|dwod-y) Tddl| NVINNH VdIL!

SwAzus wsejdoiky T osejopjesues TOQWL| NVINNH OQvL]
12410 SNapNN (2815113133 °S) Td)IS 40 AP3IJe 29 40 405524ddns ‘T195 1190S| NVWNH_T19nS

swhzua wsedorky 31UNgns e33q ‘BUIWI0}-dqV ‘35edi] Y0D-a1euiINs Zv1OnS| NYWNH T82NS
19410| BUBIGUIBIN BWSE|d u12101d paje1dosse 101dadal aSeuly aUIUOAIY/aULIDS dVH1S| NVNNH dvdls

swhzus snapnN (e7 uaBuEOINE) g UBBIUE BWOIpUAS UaJBofs [ NVNNH V1

1230 snapny £ Jopey Supids you-auiuiSie/aunias £45US|  NVNNH_£454S

Jayodsues) wse|dojA) 9 uixau dunJos 9XNS NYNH 9XNS

swhzus wse|doiky aseyIuAs auiuads SNS|__ NVINNH ASdS

J03ena1 uonduosuen| snapnN T urajoud pajeosse-aseuny aseyd-s ZdTdNS/Td)S NYINNHTdAS

SwAzua wse|doiky dopus 9)lII-Z8¥9 UIewop-EHS TE19€HS| NVANH T8THS
JE) wse|doiky eydje ‘BuiueIu03-(yd1) 12ada) 5pndadodiiena) YL-auIwEln]3 lews VI9S|  NVANH V19S!
Jayi0 SN3PNN ©@09 ‘€ HuNqns ‘eg Joyey Bupdnds EVESS| NVNNH EVESS)

asereydsoyd snapnN 5U2305U0 JeapNu 135 135 NVNH 135
swAkzus wse|doiky s undas S1d3S| NVINNH 51d3S|
swhzua umouyun 1 ase3ay3uls a3eydsoydouaas TSHA3S|  NVWNH TSdS|
swikzua wse|doiky T 31unqns awAzud 3uneande TOWNS 13vs|  NVWNHT3vs

JET) snapnN 9T BUIUIEIUOD UEWOp YNYW-31d Jeappnu Jo uofejnga) 91Q¥dY| NVINNH 8Tdy

swhzua wsejdoiky asesawida-¢-a1eydsoyd-g-asongu EPT) NVNNH 3dy

1ay10 SNaPNN 2Q0Y ‘2 (T Jorennde) J 103oey uonedyidal NEM_ NVINNH 244

13430 snapnN V8 Ui2101d Jnow Suipuiq YNY V8INEY[ NVNNH V8N8Y

13430 snapPNN T uts304d Buipuiq Nvy TJENVY| NVIANH ONVY

Joje|n3ay uondposuel snapnN 10308} 95€0[01 301SUEL) PUE | 95€JaWA|0d] J8Ld|  NVWNH 381d
Y0 wsedojhy  ‘aseq] y-uou yungns 9z (uredoew ‘awosoid) awoseajoid SANSd| NVINNH SAWSd

£ 131snp

219



12. Anlagen

120 wsedorky T JaqWaW ‘(UIWINGIeAD) g apepD ‘40yqiyul asepidad uidias TANIdYIS] _ NVINNH N1l
Joje|n3a. uondudsues SnaPNN (1100 3) 7 Mi-gAnY T18ANY] NYWNH zaANY
J03e|ngas uone|sues; wsejdoiA) VS u1R104d |ewosoqu VSdy NYINH VSSY
Jay10 wse|dorky 0d ‘a81e] “uj2304d [ewiosoqu 0d1dd|  NVNNH OV1Y

13430 snapnN eQipT '€V uteioud uonedijdas mSE_ NVINNH_ £V4Y

dayi0 SN3PNN eQI0Y ‘Z (T Jorenoe) J J01oey uonedydas [aEN] NYWNH 204y

Jay10 wsejdoiky Ujewop Bujpuiq WNp[e> puey-43 ‘T UIq[eIo|nanas TNDY[  NVANH_TNDY

asepndad wsejdorky (2329 82vd) 7 UNgns JojeAnde “awosoid] ZaNsd| NVINNH ZaNsd

2o wsedoiky (eydie 8zvd) T HUNGNS JOJEANIE (Uled0.oBW ‘aUI0501d) DWOsEa10Id TINSd| NVWNH T3NS

Joje[ngal uondyiosuesy wse|doiky 01 '35ed1y-UOU 31unqns 597 (Ufedoioeu 'awos0.d) awosea}oid 0TAWSd| NVINNH 01asd
ssepndad snapny ¥ ‘asedLy 1Unqns 597 “aw0s0.d] $INSd| _ NVINNH 8954d

asepndad wsejdoiky 9 '20A) €199 ‘11UNgns (U1ed0.oBW ‘aW050.d) SW0SEa}0Id 98INSd| _ NVNNH 985d

asepndad wse|doiky € '2dA1 £39q 31Ungns (uedo.oew ‘i0s01d) aWosea101d €8INSd| _ NVINNH £85d

aseuny wsedorky eydje | 2dAs ‘Alojejndas quapuadap-diyd ‘2seun uiajoid VTHYNd]  NVINNH 0dW

Swhzua Wseidoity € UXOpa1X01ad £X0¥d| NVINNH £Xa¥d

sseeydsoyd SnapnN 1ungns JnAjeles ‘g aseleydsoyd uraioud 29ddd| _NVNNH 9ddd
asereydsoyd wsejdoiky eydje ‘y ungns Aojejndai ‘z asejeydsoyd uia30id VT¥zddd| NVNH YWVZ
asejeydsoyd wse|doiA) awAzos| 8399 ‘HuUNqns JIAjeIed ‘Z asejeydsoyd uraioid 927ddd| NVWNH 8vZdd
ssereydsoyd wseidoiky swAzos| 339 Nungns JnAjeIes ‘T ssereydsoyd ugioid @0Tddd| _NVNNH 8ldd

awAzua wsedoiA) € 3¢ ‘auishr €001d| NVWNH €007d

J01e|n3a. uonduosuely) snapNN 1yo.d 9Hd NVYIWNH_8Hd
B wse|doiky 358U (98 UIWEYIA ‘auixopLAd) [exopuiAd MXAd| _ NVINNH xdd

swhzua wsejdoiky 9 J2qUiaU y Ajiluiey 35e13WOS| SpINSIP U230.d 9vidd|  NVWNH 9viad

BwAzua wseidoiky  19qUiaU 'y A|jLuiey 95e1aWOS| apYINSIP U210Jd ¥vidd| _NVWNH bvIdd

asepndad wse|doiky € J2qWAW Y AjIUIE) 35e15WOS| pYINSIp U1210id €vidd| NVWNH €vidd

swAzua snapny £ ui10.d uosupyied 0vd] NVINNH Evd

aseuny wsejdoiA) Z 3seuny paleande-(dey/zydpd) uiaroud zd Ivd|  NYIANH 2ivd

swAzua snapnN T Jeapnu “Uia3o.d 8uipuiq (v)Alod TNd8Vd| NVWNH zdavd

swhzua wsejdoiky S5eJajsUBLIAIAW-N 2PILIEURODI LTANN| NVINNH LANN

awAzua wse|doiky eQivT 2 ut Inby HAVN ZAINAN| NYINNH ZANON

B wse|doiky 35eup| aUjWesooN|3|A120e-N YOUN| _NVWNH ¥9VN

Jojen3au uonduosuedy) wsejdoyky 31ungns eydje xajdwod pajerdosse-apidadAjod Juadseu 5<£ NYINNH_ VOVN
Jay30| adeds Jejnjja0e41x3 T '3|9njos ‘Bulpuiq-apisoirejes ‘uida| TS1v91|  NVANH 1931

swAzua wsedoiky g a5euaBoipAyap a1ene 8HAT|__NVNNH 8HAT

120 wsedorky 8T unesy STLWN| NVWNH 8TOTY

[ wsedorky LT unesay LTL]  NYWNH ZTOT

Jauodsuen snapnN (2 eydje uniodwi) g eyde upaydoAiey 9VNY|__NVINNH ZVAI

Sseuny snapny ewwed aseury 's|[25-g Ul J2oueyua suad apidadAjod Jysi| eddex Jo Jouqiyur oxadI|  NVWNH OWIN

1ay10 wse|doiky 1T pae|ngas-dn eixodAy TNOAH| NYWNH TNOAH

Jay10 wse|doiky T ui2304d eQ1£Z Y20Us 18y T8dSH| NVWNH_T8dSH

Jauio wsejdoiky (ujeiow) 6 uiz30.d e@Y0Z Yo0Us Jeay 6YdSH| NVIWNH_SZd¥9

BwAzua wsedoiky (epigL ‘ura101d pare|n3ai-2509n[3) § ure30.d BAYOL H0Ys 1eay SVdSH| _NVINNH 8£d¥9.

Jay10 wsejdoiky T Jaqwaw ‘(y6di0) €339 Q06 UIR30.d Y20Ys 1eay T806dSH|  NVWNH 1dN3

swhzua wsedorky T JaquawW v ssep (21/0s03Ad) eydie eQx06 U12304d 320Us 183y TVV06dSH| NVINNH VO6SH

13430 wsejdoity (enydosouq) € Sojowoy 3ooy EOOH| NYWNH_EXOOH

2o snapnN (22/12) 3 Ui, 1seapnu JdNYNH| NVINNH Dd¥NH

swhzua snapny a/v Uiy Jeapnu 8YANYNH| NVINNH YvO¥

awAzua wsejdoiky 35eU230.pAyap 2)eAINGOSIAXOIPAY-E HAVEIH| _NVNNH HAIHE

BwAzua wsedoiky 9V [eAnau ‘eyde ‘a5episoans| YNVS| NVNNH 8VNVD

aseuny wsedorky T aseunjope|ed IV NVWNH DIVD

awAzua wse|doiky Q) £9 ‘6 U12104d BuIpulq 9054 6d9)d| NVWNH 684

BwAzua wse|doiky bt U110.d wnjnonal sjwsejdopua vvd¥d| NVWNH vvde3

J3yi0 wsejdoihy TT Jaquiaw ‘g Ajiweyqgns ‘Bojowoy (opdsH) reug TTErVNd| NVWNH_T18rd

Janiodsuen| snapnN 13uidod TINdD| NVWNH T3INdD

BwAzua wsedoiky B/ 11UNGNS 3SEPIX0 2 WI0J(I0IAD VSX0D| NVINH VSX0D

|auueyp uol| suelquIay ewse|d  [2UUBYD JB|N|[30B13Ul BPLIO|YD M| NYWAH $21D

19430 umouyun (asnow) Bojowoy EAGD €ADD|  NVWNH €A

Joje[ngau uondyosuesy snapnN G B0JOWIOY X0GOWOIyD SxX80| _ NVWNH Sx8)
1o snapny Sy1I-uijos|a8 ‘(Juatieyy unoe) uiejoad Suidded 9dvd|  NVWNH 9dv

2o wsedorky uuawnie) N[ NYWNH_ MvD

Joje[ngau uondyiosuesy wse|doiky ujnonaJed NIV NVAINH ¥1vD
Jojejngas uondyosues wsedorky uiey0.d Suipuiq b7 480TD| NVWNH 401D
Swhzue wse(dorky  osennpal UpIanIg vunis]  NVNH vaig

Joje[ngas uondyosuesy snapnN T U1104d [eUSIS payeIIe SUEIqUIAW JUEPUNGE UIRIq TdSv8| _NVNH Tdsve
swhzua umouyun P 31UNGNS ‘X3dW0D 0 [ELIPUOY20}W ‘BURIOSUEL] +H ‘3SEUIUAS d1V HSdLv| NVNNH HSdLY

Janiodsuen] wsedorky 5pndadAjod e1aq x|dWwiod T4 [E1PUOYR0)W ‘BUIodsueL) +H ‘9SeyIuAS dLv| 85d1v|  NVWNH 8d1v

1210 aueIqUB ewiseld SV upxeuue SYXNV| NVINNH_SYXNV

Jau30| aueiquis ewseld TV ueuue TVXNY| NVINNH ZYXNY

awAzua wsejdoiky aseuraishoowoyjAsouape JOHY| _NVWNH HHYS

2o wsedoiky T ewwes ‘upde 1910V]  NVNH_ 910V

1230 wsedoiky e13q ‘e 810v]  NVWNH 810V

(s)adAL uoneso] swep ausp zas3u3 JoquiAs al

$)0d§ $9 UI JUI)0.1J AINZYNUIPT FUIPIIYISIIA 88 ‘syods €1 18 1IN
€/ adueuauen| §
20-3£9'€ - 50-329'T pue uonouny Jejnjjz)
v/ asiwoidwo) epnj@d| v
20-365'7 - 50-329'
6v/ |eainIng pue yieaq 193] €
20-3TL°€ - 60-319'T
1T/ 3
20-380°C - €1-39€'T
61/ uoneaypoy| T
20-365'7 - €1-39€'T Jeuone|sue. 1504
sajnajow / anjeA-d| _suopdung Jejnjj2) pue Jend3jon
- - S
(810°0) 43e3Q [[9)/5150193N [eudy | S - - [2
0Sv/8/ €0-39%°C 514 Ansiwayd €
(90°0) aueiqual [eLpuoyONA| B 3|N23|0IN ||eWS ‘WSI|OGRIDIN
05/¢ / €0-382°¢| PUE eLpUOYIONN JO [enUIOY a1e.pAyogue) ‘uonezuesio
UBIQIDWISURI] SISEIDU| pue Ajquiassy Jejnjjad
(920'0) asuodsay ssans| € [32 uonouny pue| ¢
2€2/9/ €0-3LE'T DAIBPIXO PAIRIPAW-ZIYN Juawdo|aAaQ waishs snoraN
(e€0'0)[  uonounysAg jerspuoyoouin| z ‘3uIp|o4 UIR101d ‘UOREIIPOIN
0ST/S/€0-3ST'T |euoie|sues1-3s0d
(9010) uone|nday yurodydayd| T S6 asiwoudwo)| T
Lv/S / 90-3€S"p| 28eweq YNG W/T9 :31pAD 119D JeInj|2D ‘BuppiyelL UII01d
‘|EAIAINS pue yieaq |13
oney / anjea-d s3s17x0) doj | 24025 SUOIIIUNF YIOMIDN PIIBIDOSSY
= [ o =}
< < (= 15 15 o
< < < a 2 s e ° o] -y g W
~ s » 3 3 3 N N 3
B L B 5 5 s 5 £ B E 5 E
T T T T T T T T T T
1€
4z-
41-
e 0
41
472
saued TET &
L 1 1 1 1 1 1 1 1 1
8 191sn|)

220



12. Anlagen

awAzua wse|doiA) apndadAjod ejaz ‘uaiold uoneanoe S ueydoydAs; 2UIs0JA) ZYHMA|  NYNNH ZEERT

40 Wse|doiAy | apndadAjod ewwES ‘U1a101d UONEANDE 5 ueydoydhs SuIsoIA| SVHMA| NVINNH 9EEPT

120 wsejdoiAy | apndadAjod uojisda ‘Uia101d uoneAndE 5 ueydojdAu: € suisolky IVHMA| _NVINNH 3€€vT

Joje|n8as uonduosuely) wse|doiA) apndadAjod e1aq ‘uiR104d uoneAnde 5 ueydodAu; 2UIS0JA | aYHMA|  NVIWNH 8EEpT
awAzua wse|doin) (wnjnopaJ d1wsejdopua) § SuIUIBIUOD UIBWIOP UIXOP3JOIY} | SDANXL| NVIWNH SANXL

Bwhzua wsejdoiky UIxopaIoiy NXL| __NVNH OIHL

Jayi0 wse|doiky GAISSep ap e19q 8v88NnL| NYWNH 8y88L

J3y30 wse|doiA) qt eydie gIvent| NVWNH 8TVEL

Jojejngas uondyosues SnapnN 87 8uIuiejuod yow jneduy 8ZNINL| NYNH 8T4LL
I Wsedorky ' 10308400 BuIpjoy uyngny V8L NVNH vo8L

swAzua wsejdoiky 1 3sejopjesueny TOAVL| NVWNH 0d1vL

Jayro| uesquis ewseld T iI-(z£8d3) unewoss ZINOLS| NYWNH ZINLS

13410 wse|doiA) T uluyiels TNWLS| NYWNH TNWLS

FET) Wse|doiky (U110.d BUI2e123u1 0ZdSH) (PWOUIIE UOJ03) £T AYDIUSBLIOWNY 3O UOISS21ddns £T1S|  NVWNH TvOTd

2o wsedorky uynens N4S|  NVWNH_SEEpT

Jayi0 SNapPNN eQSYT ‘2 HUNgns ‘qe Jo1oey Bupids 28€4S| NVWNH ¢89€dS

asereydsoyd snapnN 2ua80ouo Jeapnu 135 135 NVWNH™ 135

g 43aisnp)

221



12. Anlagen

asepndad wseidoiky £ ‘20Ay eydje ungns (uiedo.oew ‘awosold) awoseayold €VNSd]  NVINNH €vsd
aseun wsedorky eydje ‘|| 2dA) ‘Al01e|n3a. Juapuadap-dWY ‘aseun| ueioid VZuvEd]  NYINNH 2dv
SWhzua Wsejdoin € Uopa1X01ad £XQ¥d| NVINNH £Xa¥d
sseeydsoyd wseidoiky eyd|e ‘g Jungns AlojenBai 'z asereydsoyd uiajoid VZ¥zddd|  NVWNH vavz
swikzua snapnN J1ungns Alossaode 'z eyjap (pa30a11p YNQ) 25esawAlod 7010d] NVWNH 2d0dd
asepndad wsedoiky 309 (8U1s5000.d [ELIPUOY20YW) osepidad 8dWd|  NVWNH 8ddW
ssepndad wseidoiky eydje (8U1ss320.d |eipUoy0Y ) asepndad V2dWd| _NVNNH VddiN
swihzua wsejdoiky € aseynwoonjSoydsoyd €N9d| NVINNH TOV.
swhzua wseidoky  JoqUIBW 'y AliUie) 95e1oWOS] 9pYINSIp U2304d ¥VIad| _NVWNH vvidd
asepndad wse|doiky € J3qiaW “y Aliwej 3seJawos| apyInsIp uia)o.d €VIad| _NVWNH €vIdd
swihzua wseidoiky T Buipuig apAYpIe URINDIGN ‘UfEWOP NLO 18N10| NVWNH T8n10
sereydsoyd wseidoiky 5 Jnow adAl-(x Aialow paxul] a1eydsoydip apisoajnu) xipnu SLANN| NYWNH SLANN
12410 umounun Ingau 9IN[ NVNH Ng3N
Jayi0 snapnN [0apnu N[ NYWNH 190N
19430 SNapNN T u12104d Ajquiasse aui0soapnu TITdYN| NVINNH T1TdN
12410 wsejdoiky Aiorein3a. “gzT uleyd 1 “uisoAw SZTIAW] NVINNH 821N
Jayi0 snapnN ura301d 3jnen Jofews dAN] NYWNH dAN
swhzua wsejdoiky 358]0JpAY py aUsLIONNa HYYL1| NVINNH bYHT
JET) snapnN /v uiuie| VNWI[_NVAINH_ VNN
awAzua SN3PNN 7 |-uedauds) 2134d31|  NVIANH €HEd
JETE) wsedorky LpUOL20) ‘Uf210.d DUEIqUIaW JauU] LW NYINNH LA
Jay10 wsejdoiky T u1230.d eQIOTT/e@ISOT 420Ys 383y THASH| NVWNH_SOTSH
Jauio wsejdoiky (uljeiow) 6 uiz30.d e@Y0Z Y20Us Jeay 6YdSH| NVIWNH_SZd¥9
Swhzua Wseidoity 8 U3101d £GP0 P0US 1894 8vdsH| NVINNH DZdsH
BwAzua wseidoiky (eqxg/ “uia304d pate|n3a1-3509n[3) § UIa10.d eQY0L 20Us 1y SYdSH| NVINNH 8/d¥9.
1y30 wisejdoiky  ur104d eQA0L Y20Us 183y bVYdSH| NVNNH vzdSH
13410 wse|doiA) VT u123o.d e@Y0L %20Ys 1eay| GTVdSH/VIVASH| 8TVdSH/YIVASH
Jay10 wsejdoiky T Jaquaw ‘(y6di0) €339 Q06 UR30.d Y20Ys 1eay T806dSH|  NVWNH 1dN3
swikzua wsejdoiky T JaquawW v ssep (21/0s03A2) eydie eQx06 UI230.d 320Us 183y TVV06dSH| NVINNH VO6SH
Jaui0 SnopnN 1seapnu TINANYNH| NYWNH ZINH
Jayodsuesy SN3INN (v J0yoey JJeapnu NANYNH| NVIWNH NdYNH
aui0 snapnN Jeapnu MdNYNH| NVINNH IdUNH
Jaui0 SnopnN 1seapnu THANYNH| NVINNH THYNH
awAzua wseidoiky 5e13U3UAS YNYI-IRPRSIY SYVH|  NVIWNH DHAS
swihzua wsejdoiky T 1d aseJ3j5UE}-S BUOIEINS Td1S9| NVWNH Tdls9
Jayo| auesquiay ewseld T ura104d pajeposse TdIyo TdVdI¥O| NYWNH Tdv¥9
Joye[ngal uonejsuen wsejdoiky T [e1PUOLPOMW 10}7€} Uonesuop o TW35| _NVWNH W93
Jay10 wsejdoiky 7 10}qIyuI UORENOSSIP 44D 7109 NVWNH 8109
swhzua wse|doiky 25e304IUAS YNUI-TROAIS S4vS|  NVWNH 9AS
swhzua wse|doiky Y [e21nau ‘eyd|e “asepisoon;3| AYNVO| NVWNH 8YNVO
awAhzua SN3PNN e@6S ‘v ual04d Buipuiq 90534 vd@Md| NVWNH vdadd
19430 sueIquIBIN ewseld unze NYWNH_ 1423
swhzua wsejdoiky {leuoInaU ‘ewwes) g ssejoua NVNNH 90N3
J03e|n8a1 uopejsuex)] wsejdoiky 8Y J0328} UOERIU] UOREISURL JROAIENND NYINNH 8pl
Jo3e|nal uopejsuen)] wseidoiky TV J0108) UoRenIul uoNelsues} dRoAIBYND NYWNH VP4l
JET) wseidoiky Z UIBYD 1e1paulIaIul 1yBI| ‘T dlwise|dovAo ‘UIauAp ZNTONAG| _NVWNH 21120
Byi0 wseidoiky 7 UleYD a3eIpawIaul T d1wise|doyko ‘UIauAp ZITONAD| _NVINNH ZIT2d
swhzua wse|doiky 7 oi-aseuipiuLiAdoIpAyip 715Ad0]  NVINNH 21Add
swihzua SNapNN V6T dpidadAjod xoq (dsy-ejv-ni9-dsv) avaa V6IXAd| NVINNH V61ad
aui0 snapnN eQIZTT T U1930.d BuipuIq YNQ d123ds-a8ewep 180d] _NVNH T8dd
19430 wisejdoiky INga|  NVWNH_ INgd
Sseuny wseidoky €3INdD|  NVWNH_€3NdD
Jayiodsues) snapny | auidod TINdD| NVWNH T3INdD
19430 wisejdoiky 2ipie ‘g uuodied ENND| NVNH ENND
asepndad wseidoiky (Anwey oz asepndadojeaw) z asepndadip daNd 2daND| NVWNH ZdaND!
|auueyp uol| suelquIay ewse|d t [2UUBYD JB|N|[30B13Ul BPLIO|YD M| NYWAH $21D
Jaui0 wseidoiky {uojisda) § 31UNgNs ‘TdDL BUIUIEIUDD UlUoJadeyd S190]  NVWNH 3d0L
JET) wseidoky (ewwes) € 1ungns ‘TdoL BUIUIEIUOD UjUoJadel> €100 NVWNH 9doL
aseuny wsedoiA) (e32q) 7 31UNQNS ‘Td) L SuIUIB}UOD uluoIadeyd 7190|  NVAINH 8ddL
asepndad wse|doiA) uneisedjes 1SvD NYWNH_ 121
1au0 SnapnN SYII-uljos[e8 ‘(Juawely unde) uiprold Suiddes 9dv2| _NVNH 9dvd.
Jojeingas uondyosues wsedorky uynoRaIe VD[ NVNNH YYD
Jaui0 wseidoky T uowsapied TAWVD[ NVWNH 1AV
J2tno snapnN ut10.d BURYRIAIUI VINYQD PUE ZYD¥E 28] NVNNH di2d8
Japiodsuen) wsejdoiky 28 1UNqNS TA "e@i8S/9S |ewiososA| ‘SunJodsuen +H ‘ased1v| 78TA9dLY| NVWNH Z81VA
Jayio0] aueiquia ewseld SV upeuue SYXNY| NVINNH SYXNY
swhzua wsejdoiky 19 JoquaW ‘AjiWey T a5euaBoIpAyap apAyaple T8THATY| NVWNH 18TV
swihzua wsedorky aseurayshoowoyjhsouape AOHY| __NVNNH HHYS
Jayio[ auesquis ewsseld (15e2A) ojowioy € ura101d pate|ai-unde £4yY| €410V]  NYWNH €ddv
JE) wseidoiky  eydie ‘uiunoe YNLOV] NVINNH YNLOV.
13y30 wsedoih) T ewwes ‘unoe T1910V|  NYINNH 910V
(s)adAy | uopesoy swe auap zanu3 1oquiAs] a

s30dg T UI AUI0IJ I)IZIJHUIPT UIPITYISIIA SO ‘syodg 081 HEE N e)
9/ Buipjo4 uRi04d| S
50-3£5°L - 90-38L'S
9t/ uonesyipon|
20-300°€ - 90-38L'S |euonejsue | -1504
9e/ dueunuen| €
20-35£2 - 90-369'S pue uonouny Jejnijz)
1z/ asiwoadwo) senj@d|
20-300°€ - 90-369°S
8/ uonesayoid| T
20-31'2 - 90-358' puE yImolo Jejnja3
sa|noajow /anjea-d|  suonaung Jejn|j2) pue sejnajoly
- - S
(z0'0) Suijeusis| s - - 2
65/ / £0-35t'S Ws|0ge1s |\ 10IGOua) 9 siapiosia| €
(8200); UOKBANDY BYXY/eYVdd| ¥ wasshs sundopu3 4apiosiq
6L1/S/€0-30L'Y |eauswidojanaq ‘suonipuo)
(z€0'0) Sueusis| € pue saseasiq [ea18ojorewsag
8S1/S/€0-384'7)  403da3ay u0GIe0IpAH Aty 09 |enmins pue yieaq| ¢
(zv0'0) eYvdd BIA SI03esa4[0ld| T 2 ‘s19pJ0SIQ JBNISNIA| pUBR
S6/v / €0-369'C awosixoad Aq uonengay [e32[S ‘@seasiq |eatdojoinan
9U39 JO WslueydN S6 J9due) ‘aseasiq| T
(20°0)’ yieaq ||90/s150103N [euay| T Alojewweyuj ‘suonipuo);
05v/6 / £0-389'T pue saseas|q [ea130j0reuLIaq
oney / anjea-d s3s17 xo) doj | 21005 SUORUNJ }I0MIBN PAIBIIOSSY
€ € I o
< = c 9 9 o
< < < g N = § g 8 : = g
= N g <
S g - = 2 5 B 2 B 5 5 5
T T T T T T T T T T
-
4z
=T
-
(l\\l\/ \ .
e 11
-
4c
seuad 08T ¢
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
6 491sn|D

222



12. Anlagen

J2410] BUBIqWI ewseld XAZ NVINNH XAZ

13430 wse|doyA) WIA]  NYINNH_3WIA

SwAzus wse|doiAy U19101d BUjUIEIUD UiSO[EA A NYWNH vy

SwAzus | aueiquIB ewseld A NVWNHTONIA

ssepndad wse[doAy (L ssepndadosi) g asepndad oy>ads uninbign 5dSn|__NVINNH Sd8n

SwAzus wse|doiAy | u12304d 2100 25€19NPaJ 2 BW0JYI0IKo-jouInbign TOW0N| _ NYNH THD

asepndad wseidoAy (ssesarsj01y 1qn) T1 95842153 [eUIWLI)-[AX0gUE) Uninbign TIHON| NVWNH TIHON

13430 wsejdoy T ewwes “uiingny 198n1]  NVWNH 1981

19410 wsedoiAd)| A Ssep 9 e13q ‘uyngny 988NL] NVNNH 9881

J3yi0 wse|do1A) QNI SSe g e1aq ‘ulingn) 8r8anL| NVWNH 8vagl]

13430 wsejdoy Bll SSeP vz ©13q “uiingny VZ88NL| NVWNH vzggl]

1ay10 wsejdoiAy 1552 339 ‘Uiingmy 88NL[  NVWNH sa8l]

1ay10 wseidoAy o1 eydje ‘uingmy oTvani| NYWNH JTval]

12410 wse|doAy qt eydie ‘ungny 81vanL| NVNNH 8Tvel]

19410 wsedoiAd)| e1 eydje ‘uingny VIVENL| NVWNH VIVEL

Joje|nga1 uondiosuen snapnN e3U00 Jow d)sedin SZNNML]  NVANH_8T4IL

12410 wse[doAy  uisoAwodos YNdL|  NYWNH tWdL]

13410 wsedojAy’ € uisoAwodony €NdL| NVWNNH ENdL

12y10 wsejdo1Ay (e129)  uisoAwodon TNdL]  NYWNH ZdL]

12410 wse|doAy (snoynbign) € uiinpowiodos €QOWL| NVWNH EQOINL

Ssepndad wse|doth)] 1 asepndadosijo iy TdOHL| NVWNH TdOHU]

J01e|n3a1 uondiosue snapnN u12104d BUIpuIq VNG V.| d9a¥vL] NVWNH dgavl]

13430 snapnN € 4038y Bupy|ds Yo-auuiBie/autias €454S|  NVWNH_€454S

J03e|nga1 uondudsuesn snappny 7 Joyey upyds you-aujuiSie/aunas 745¥S|  NVWNH Z458S

Jo1e|n3a1 uondiosuen snappnN T Jaquaw TIDYVINS| NVINNH TIDNS
‘3 AjlWejqns ‘unewouy) Jo Joje|na JuapUSAap UNoe ‘pa1eIosse Xilew ‘pajelal INS/IMS

1ay10 wsejdoiAy uynens N4S|  NVWNHSEEPT

asereydsoyd snapnN 3UaB00U0 Jeapnu 135 135 NVANH 135

12410 wse[doAy T U038 TNYDS| NVINNH_TN¥DS

J03e|nga1 uonduosuesn snapny 105 3) 7 i-8AnY 718ANY| NVWNH zeAny

J01e|n3a1 uondiosuen snappnN {UeIAE) v 50/0WIOY 2UIF05UO [EJIA SISO[24I0PU0|NNDY [31-A V138] _ NVWNH S94L

13410 wse|dojh)! Ulewop Buipuiq Winioje3 puey-43 ‘T Uiq[eaojnanal TND¥[  NVINNH_INDY

1ay10 snapny 8 U12104d Jnow 3uipuig YNY V8INEY| NYINNH Y8NEY

6 491SN)

223



12. Anlagen

$10dS 9p UT JUI)0.IJ A)INZIHUIPT AUIPINYISIIA €5

‘spods €01

€1/ S
20-326'€ - 90-39¢'T
61/| Ansiwaysoig ajnoajon lews| v
20-315'% - £0-3¥S'S
8/| wsijogela pPY 21PNN| €
20-3€L'T- L0-3VS'S
L/ wodsues) JejnoajoN|
20-31S'Y - £0-3¥S'S
€ /| uonesajiod| T
20-3vb'E - 80-32L°T pue yimouo Jej
/anjend ¥ Jen|ja) pue
(€10'0) asuodsay ssans| S
2€2/€ [20-3E0'E BAIEPIXO P3jeIPaW-ZIYN - - S
(10'0)[  weaq j120/s1s0109N 2e1pIED| ¥ - - v
822/€ /20-382'E - - €
(ev1'0)| aueiquapy [eupuoysou pue| € x4 uoneziuesio pue Ajquassy|
L/T /20-3€T'T BIIPUOY0YIIA JO UOnISUR || Jejnjj2) ‘A3ojoydion
Ajigeaw.ad sasealnaq 90 ‘Wodsues] Jejna3jo
(s€0’0) ssa115 aAnepxo| ¢ 8 wsioqero | T
£5/2 [20-3€€T pioy 218NN “odsuey
(t10°0) yieaq ||20/s15040aN [eudy| T JB|N23|OJA ‘UoneIRY|OId
0Sv/S /20-312'T puE YIMOID JBjN||2D).
oney / anjea-d s3s11x0L doj 3105 SUOIIUNS }JOMIBN PIIIDOSSY
c = o o
< < = 15 15 I
3 < 15 2 2 E e 13 2 2 w 5
S % 2 3 3 3. > & B 3. 3 3
5 £ ca 5 5 5 5 Ea B 5 5 5
T T T T T T T T T T =
-~
/\\
=
/ %
/I{If.lfll\" ]
sauan £0T
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

awAzua wse|dojh) (wnjnanaJ dlwsejdopua) ZT SulUILIUOD UIRWIOP UIXOPJOIY} ZTOANXL| NVINNH ZTAXL

13410 wsedoiky T pa|[0J3u03-A|[eUOnE|sUEL} ‘UI304d Jowiny] T1dL|  NVWNH d1oL

Jayjo wse|doiA) (e339) 7 uisoAwodo.y TNAL| NYWNNH ZINdL|

Jay10 wsedoiky 1 x3/dwo-) TddL]  NVWNH VdIL

3430 wsedoiky 910398405 BuIp|oj UGN} 8281] NVNH 8281

1ay10 snapnn| T ui210.d pajenosse asdeuAs TdVAS| NVINNH TdVAS

Jay10 wsedoiky T uiiyiers TNWLS| NYWNH TNWLS

swhzua wse|doky 31aN|0S ‘T aSeINWSIP 3pIx0sadns| 100S[  NVWNH 2d0S

1ay10 wsedoiky 7d ‘28ue] ‘ua04d [ewosogu 7d1dd] _ NVINNH 2v Ty

Jay10 wsejdoikd 0d “281e| ‘uf104d ewiosoqu 0d1d¥]  NVINH OV1Y

asereydsoyd wsedoiky 1 2dAy J0ydaras-uou uisoiky uiajoud INdLd|__NVINNH INLd
asepndad wseidoiky v ‘2dAy e32q 21unqns (uledooew ‘Wos01d) swoseajold vAWSd|  NVNNH 8sd

swhzua wse|doiy H-I08 d1e235GNS J seuny upio.d HSOM¥d| NVWNH 82119

swhzua wse|doky  uixopaiixosad vXQ¥d| NVANH bXQ¥d
asereydsoyd wse|doky swiAzos1 eydje unqns dnAjeies ‘T asereydsoyd uiajoid VOTddd| _ NVNH Vidd
swhzua wse|doiy 55EPIX0 21eyds0yd-,5 AUILIEXOPLAd 0dNd| _NVIWNH OdNd

Jojejngal uondiosuen SnapnN | umqiyoud 8Hd[  NVANH 8Hd
swhzua wse|dohy 9 Jaquiaw ‘Y Ajiie) 95e13UIO0S! SpIINSIP U12304d 9vidd| _NVNH 9vidd

ssepndad wse|doiy € J9qWaW Y Allie) 95e19UI0S| SpIYINSIP Uf210id €VIdd| NVWNH £viad

aseuny wsedoiky  3seuny pareAnde-(2ey/zpopd) uizoad Tzd Ivd[  NVWNH 2ivd

swhzua wse|doky | opndadAjod eyde ‘ase|Ax0ipAy-p (Ajoid TVHYd| NVWNH TVHYd

J01e|n8aJ uonduosues) SnajNN (uewnu ‘ezg Je|03J2nu) Ul TAN NYNH WdN
aseuny Emm_no;w_ T 3seun| EZAN/INN TIWN|__ NVNNH_WIAN

swhzua wseidoko | (oseonpai D awAZU305-HAVN) BQYOE ‘€ WI2104d 5-a4 (suouinbiqn) aseuaBoipAyap HAVN £54NAN|_NVWNH_€SNAN

19410 m;w_u:E T |-T ul@304d Ajquiasse awosoanu TITdVN| NVIANHTITdN

sseun| wsedoiky aseun} auiwesodnjgiA3e-N JOVN|  NVNNH I9VN

12410 wsedoiky Kiojen3ai ‘6 uteyd 331 ‘uisoAw 1AW NVINNH 61TAW

13410 wsejdoiA) 9|ISNW-UOU PUB 3|ISNUI YI00WS ‘I[ed|e ‘g uleyd 1y3i| ‘UISOAW 9TAW NYINNH 91AW

3410 wse|doA) T Jaquidwi ‘Ajiuiey §3/dy ‘u1a30.d pajenosse-a|nqniou: T34dVN| NVIWNH_T34VIN

1ay10 snapnn| 18 une| TENWT| NYWNH TENIT

101da001 aUBIqUIaWSUEL] | aUEIqUIAN Bwseld 110.d BUIpUIq € ‘2|GN]0S ‘BUIPUIG-apISOIoEed U] J8ESTVO1|_NVINNH d8E0T
swhzua wsedoiky g 3seus3oIpAyap a3epde] 8HA1[  NVANH_8HA1

swhzua wseidoiky (uiuoiadeyp) T ura3oad e09 90Us ey TAdSH|__NVINNH 09HD

Jay10[ 99eds Jejnjj@2e11x3 T1 Jaquaw ‘jjews) g Ajiuiey u1a30.d yo0ys 1eay T18dSH| NYWNHTT8SH

3410 wsedoiky T uIjoud eQi£Z ¥20Ys 383y T8dSH| NVWNH_T8dSH

swhzus wseidoiky (eQi8L ‘u2101d pare|ngai-2500ni3) § ua30.d BYOL HI0US 18y SvdSH| NVINNH 8£d¥D

Jayio snapNN| X upd10. U 1e3]nu snoauado sty MdNYNH| NVWNH d¥NH

Jay3o| auelquiay ewseld T u12304d pa3eosse TdIyo TdVdi¥9| NVWNH Tdvy¥D

SwAzua wsejdoiky 8V [ennau ‘eydie ‘9sepisoon|s| 8VYNVO| NVNNH 8YNVO

swhzua wse|doiy e@ 59 ‘0T Ui210.d 8UIpuIq 905X OTd84[ NVWNH 0T84

Joje[ngal uonejsuesy wsedoiky 9 10378} UoneRIUI Uone|sueL} IOAIRYNS 9413 NVINNH 941
Jojeinal uonejsuen wseidoiky | 1UNQNS ‘€ 4037k} UONENIUI Uone|suen JNoAieyna 1€43]  NVWNH IE43
J01e[Nga1 UoNE|suE) wsedoiky ' 1UNqNs € 10JoBJ UONENIU UONE[SUEJ) JNOAIEYND o€d13|__NVINNH 9413
Joje[ngal uonejsuesy wsedoiky (u1210.d 23UeLX3 5pROANU BUIUENS) E3[3P T J037e) UOKEBUO]D UoRE|sUE. JNOAIN N a1333|  NVWNH a1d3
Jojeinal uonejsuen wsedoiky 7 £33q T J0}oe) UonEBUO|a UonE|sUEN JNoAieNNa 781433|  NVWNH 8143
swhzus wse|doiy T 0se| I I i I THYAa| NVWNH THvad

Jayiodsuen) snapnN T BUIUIEIUOS UleWOp (TLINA) WsIjoqe3aw Jaddod TAWWO0)| NVWNH TAW0D
Jo1ejngau uondiosues Sm_eﬂ T 30jowoy xogowouyd X8| NVWNH_TX8)
Jay10 wseidoiky T eydie ‘aul|-Z oSN (uaWe]y Unoe) Uja10id Sujddes TVZdv2| NVINNH TVZVD

Jayiodsuen) wsedoiky apndadAjod e3aq Xa]dWod T4 [E1IPUOY20}IW Buiiodsues +H ‘9SEYIUAS 41V 85d1v| _ NVWNH 8d1v

J1ay30[ sueIqWa ewseld SV upxauue SYXNV| NVINNH SYXNY

Jay10 wsedoiky T ewuwes ‘unde 1910V]  NVWNH 910V

12430 wsedoiky €13 ‘unde 810V]  NVANH 810v]

(s)edAy uone’o awep auap zauz |oquiAs al

0T 13N

z-

€

0T 49231snD

224



12. Anlagen

12.2. Danksagung

Ich bedanke mich bei all denjenigen, die an der Entstehung dieser Arbeit beteiligt
waren. Herrn Professor Dr. med. Werner Hosemann gilt der Dank fiir die

Uberlassung des Themas dieser Promotion.

Ganz besonders danke ich Herrn Dr. Christian Scharf fiir die umfassende Betreuung
beziiglich der Thematik, der Laborarbeiten und der Auswertung der grof3en
Datenmengen. Seine Anmerkungen und Verbesserungsvorschldge halfen sehr bei der

Fertigstellung dieser Arbeit.

Auch allen anderen Korrektoren danke ich an dieser Stelle. Dabei danke ich im
Besonderen Herrn PD Dr. Achim Beule fiir das Korrekturlesen und die vielen

wertvollen Hinweise.

Besonderer Dank gebiihrt Katrin Darm. Durch Thre tatkréftige Unterstiitzung in der

Laborarbeit konnte diese Arbeit tiberhaupt erstellt werden.
Vielen Dank auch an Herrn Dr. Jorg Bernhardt fiir seine Hilfe bei der Visualisierung
der Ergebnisse mittels Voronoi-Treemaps. Auch danke ich Herrn Dr. rer. nat. Kindel

fiir die Messung des Spektrums des Rhinolights.

Meiner Familie danke ich besonders herzlich fiir ihre liebevolle Unterstiitzung.

225



