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2. Abkürzungsverzeichnis 
Tab. 1: Abkürzungsverzeichnis 
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 Iodoacetamid 
IEF Isoelektrischen Fokussierung  
IPA Ingenuity Pathway Analyse 
IPG immobilisierter pH-Gradient 
l-VIS sichtbares Licht niedriger Intensität  
mA Milliamper 
MALDI matrix-assisted laser desorption/ionisation 
MeOH Methanol 
mg/ml  Milligramm pro Milliliter 
min Minuten 
mJ/cm2 Millijoule pro Quadratzentimeter (Einheit für 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) 
Na2S2O3*5H2O 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) 
V Volt 
W Watt 
µg/µl Mikrogramm pro Mikroliter 
%Volumen Spotquantität aus Delta 2D Software: Relative 

Graustufenintensitäten pro Fläche im Verhältnis zur 
Gesamtsumme aller im Gel gefundenen Graustufenintensitäten 
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3. Einleitung 
Die Phototherapie entzündlicher 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 AWMF (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-

Überempfindlichkeitsreaktion der nasalen Mukosa [5, 6]. Sie ist eine sehr weit 

verbreitete chronisch atopische Erkrankung, die durch eine chronische Entzündung 

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 Tränenfluss, Pruritus sowie eine Rötung und Schwellung [5]. 

Nasale Symptome sind: Rhinorrhoe, Pruritus mit häufigen Niesattacken, Schwellung 

der Nasenschleimhaut mit Nasenatmungsbehinderung und daraus resultierender 

Riechstörung [5]. Bei einer Beteiligung der Atemwege können zusätzlich 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 Verfügung. 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 häufigsten 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 

mögliche Verfahren können die Bestimmung des allergenspezifischen IgG, der 

zelluläre 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 für das 

entsprechende Allergen. Diese Antigene werden nach Antigen-Exposition des 

resiparorischen Epithels von Antigen-präsentierenden Zellen (APC) verarbeitet. Die 

Antigene werden in 7 – 14 Aminosäuren lange Peptide gespalten und binden an die 

Antigen-Erkennungsstellen der MHC-II-Komplexe (Major Histocompatibility 

Complex) (HLA-DR, DP, DQ). Diese Antigen-präsentierenden Zellen wandern in 

die drainierenden Lymphknoten. Die antigenen Peptide werden den naiven Th0 

Lymphozyten, die frisch aus dem Thymus freigesetzt wurden, über die MHC-II-

Komplexe der Antigen-präsentierenden Zellen präsentiert. Daraufhin differenzieren 

sich die Th0-Zellen zu Th2-Lymphozyten. [8] 

 

Die geprägten 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 fördern die Differenzierung der B-Zellen zu 

IgE-produzierenden Plasmazellen und inhibieren die Differenzierung der Th0-Zellen 

zu Th1-Zellen [8]. Nach Exposition gegenüber Allergenen zeigen sich die 

zirkulierenden IgE-Level erhöht und bleiben über 2 Wochen nach der initialen 

Provokation erhöht [10]. Bei saisonaler allergischer Rhinitis zeigt sich eine saisonale 

Erhöhung der zirkulierenden spezifischen IgE-Antikörper gegen das entsprechende 

Allergen [10]. Individuen mit genetischer Prädisposition zur IgE-Antikörper-Bildung 

gegen Allergene werden als Atopiker bezeichnet. 
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IL-4 induziert die IgE-Produktion durch B-Zellen [6]. Die gebildeten IgE-Antikörper 

binden mit hoher Affinität an FcεRI-Rezeptoren auf der Oberfläche von Mastzellen 

und Basophilen [7]. Die IgE-sensibilisierten Mastzellen besitzen Spezifität für das 

entsprechende allergene Antigen. IL-3, IL-5 und Granulozyten-Makrophagen-

Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) steigern Proliferation, Aktivierung und 

Überleben der Eosinophilen [8]. Diese Cytokine können von den Eosinophilen auch 

selber freigesetzt werden [8]. Darüber hinaus produzieren die Eosinophilen ECP 

(Eosinophiles Kationisches Protein) [8]. Die Eosinophilen-Anzahl ist bei Patienten 

mit allergischer Rhinitis im Vergleich zu gesunden Patienten erhöht [9]. Betroffene 

zeigen eine periphere Eosinophilie und Basophilie, deren Größe 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 frühen 

Symptomen sowie zur Rekrutierung weiterer entzündlicher Zellen führen, welche die 

späteren Symptome hervorrufen und den Krankheitsprozess weiter aufrecht halten 

[11]. Viele dieser Mediatoren führen zu charakteristischen Symptomen der 

allergischen Rhinitis, einschließlich Nießen, Juckreiz, Rhinorrhoe und Behinderung 

der Nasenatmung. Diese Frühe-Phase Reaktionen sind zurückzuführen auf die 

unmittelbare Freisetzung von Cysteinyl-Leukotrienen, Prostaglandinen, Histamin, 

Zytokinen und Tryptase [11]. 

 

Histamin ruft fast alle Reaktionen der Frühphase hervor, primär durch Bindung an 

H1-Rezeptoren. Über die Bindung an H1-Rezeptoren stimuliert Histamin sensible 

Nerven [11]. Es wirkt auch über H2-, H3- und H4-Rezeptoren und erhöht die 

Expression von Adhäsions-Molekülen und die Produktion einer Vielzahl an 

proinflammatorischen Zytokinen [12]. Tryptase baut Kininogen aus dem Blut ab und 

führt zur Bildung von Kininen, welche sehr potente inflammatorische Substanzen 

sind [11]. Bradykinin ist ein potenter Mediator, der auf Blutgefäße dilatierend wirkt 

und zur Extravasation von Plasma führt [11]. 
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Aufgrund der Zytokin- und Mediatorfreisetzung wird die nasale Mukosa von 

Entzündungszellen, Basophilen, Eosinophilen, Neutrophilen, Mastzellen und 

Mononukleäre Zellen infiltriert, welche die entzündlichen 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, 

einschließlich 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 erhöhte 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 Früh- und als auch zur Spät-Phase bei und sind unter anderem 

verantwortlich für die nasale Obstruktion und Rhinorrhoe [12]. Weiterhin fördern sie 

die Eosinophilen-Adhäsion, sie reduzieren die Eosinophilen-Apoptose und fördern 

das Wachstum von Eosinophilen-Vorläufern (mit GM-CSF, IL-5) [12]. 
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3.2. Rhinolight 
Das kommerziell erhältliche 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 

„mUV/VIS“, bezeichnet. Die Kombination der verschiedenen Wellenlängen hat 

einen synergistischen Effekt [4, 17]. Dies ermöglicht 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 könne [17]. 

 

 

 
Abb. 1: Rhinolight 
Abbildung der UV-Quelle Rhinolight (Rhinolight Ltd., Szeged, Ungarn, http://www.rhinolight.eu/). 
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Abb. 2: Schematische Darstellung einer Rhinolight-Bestrahlung 
Schema einer Rhinolight-Bestrahlung (Rhinolight Ltd., Szeged, Ungarn, http://www.rhinolight.eu/). 
Über das nasale Ansatzstück wird das mUV/VIS (gemischtes UV- und sichtbares Licht, 
Zusammensetzung: 5% UV-B, 25% UV-A, 70% sichtbares Licht) mit vorsichtigen und kreisenden 
Bewegungen über 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 durchgeführt werden. Eine 

Behandlung von Kindern und Jugendlichen unter 14 Jahren sollte nur nach 

ausgiebiger Nutzen- und Risikoabwägung erfolgen. Unerwünschte Wirkungen wie 

die Trockenheit der Nasenschleimhaut, eine Krustenbildung oder eine leichte 

Epistaxis können durch die Anwendung von Vitamin-A-Öl an den Tagen zwischen 

den Behandlungen vermieden bzw. gelindert werden. Bei einer sehr stark 

ausgeprägten Trockenheit mit Krustenbildung oder Nasenbluten muss die 

Behandlung unterbrochen werden und kann nach Abklingen der Beschwerden 

fortgesetzt werden. Sollte es zu einer Verstärkung der Allergiesymptome nach den 

ersten Behandlungen kommen, muss die Therapie nicht unterbrochen werden, da 

dies nur eine temporäre Reaktion auf die Behandlung darstellt, welche sich zum 

Ende der 2. Woche spontan zurückbildet. Bei einer Entzündung 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. 
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3.2.2. Anwendung des Rhinolights [18] 

Die Rhinolight-Therapie kann nicht präventiv, 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 medikamentösen Therapie durch den Patienten oder als Ergänzung 

zu einer bereits eingeleiteten medikamentösen Therapie (z. B. Antihistaminika, 

Kortikosteroide). Eine weitere Indikation zur Rhinolight-Therapie besteht laut 

Hersteller bei Vorliegen von Kontraindikationen gegenüber einer medikamentösen 

Therapie (z. B. Medikamentenallergien, Schwangerschaft, Stillzeit, aktive Sportler, 

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

 

Vor einer Therapiesitzung sollten die Patienten ihre Nase gründlich schnäuzen. 

Vasokonstriktive Sprays können eine Ödembildung der Nasenschleimhaut 

verhindern bzw. reduzieren. Während der Bestrahlung wird das Ansatzstück 

vorsichtig und kontinuierlich kreisend bewegt, um die Strahlung gleichmäßig zu 

verteilen. Dies hilft, die Trockenheit der nasalen Mukosa zu vermeiden. Die 

Bestrahlung der Hautoberfläche 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 länger als 3 min dauern. Außerdem sollten nicht mehr als 4 Behandlungen pro 

Woche für 2 aufeinander folgende Wochen appliziert werden. Im Fall schwerer 

allergischer Symptome können die Rhinolight®-Behandlungen, nach reichlicher 

Nutzen- und Risiko-Abwägung sowie unter regelmäßiger klinischer Kontrolle, für 4 

Wochen fortgeführt werden. Zu Beginn einer neuen Pollenperiode und/oder bei 

Auftreten neuer Allergene kann die Behandlung wiederholt werden. 
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3.2.4. Therapieschema bei ganzjähriger 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/ 

Nasenöffnung (min:s) 
Behandlung Behandlungsdauer/ 

Nasenöffnung (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 
- - Fünfte Woche 
- - 7. 3:00 
- - Sechste Woche 
- - 8. 3:00 

Tab. 2: Therapieschema saisonaler und perennialer allergischer Rhinitis lt. Hersteller 
[18] 
Gegenüberstellung des Therapieschemas der saisonalen allergischen Rhinitis und der ganzjährigen 
Allergie. Dargestellt sind die Bestrahlungszeiten pro Nasenöffnung in Minuten und Sekunden zum 
jeweiligen Zeitpunkt. Begonnen werden kann mit 2 min pro Nasenöffnung. Pro Nasenöffnung sollten 
jedoch 3 min nicht überschritten werden. 

3.2.5. Relative Kontraindikationen [18] 

Der Hersteller nennt folgende relative Kontraindikationen: 1) anatomische 

Störungen, die die Applikation der verschriebenen Dosen behindern (z. B. 

Nasenseptumdeviation, große Polypen), 2) zusätzlich aktive inflammatorische 

Erkrankungen der Nasenhöhle (z.B. bakterielle oder virale Infektionen) oder andere 

schwere Erkrankungen (z.B. nasopharyngeale Tumoren). Zum Ausschluss dieser 

Störungen wird vor der Therapie eine Otorhinolaryngeale Untersuchung empfohlen. 

3) Patienten bei denen bereits früher chronische Mutationen der Haut als Reaktion 

auf Licht entstanden sind. 
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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 – 105 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 Schädigung der DNA 

[22, 23]. 

 

UVA und UVB zeigen unterschiedliche Wirkungen auf die Histaminfreisetzung. 

UVA unterdrückt 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-

Wirkungsabhängigkeit. Hierbei zeigen niedrige Dosen einen inhibitorischen Effekt 

und hohe Dosen bewirken eine Histaminfreisetzung [25]. Das mUV/VIS-Licht zeigt 

einen stärkeren und schnelleren immunsuppressiven Effekt als UVB-Bestrahlung 

allein [19]. Grund dafür könnte der synergistische Effekt der verschiedenen 

Wellenlängen auf die Histamin-Ausschüttung sein. 

Die mUV/VIS-Therapie führt zum signifikanten Abfall der Eosinophilen, des ECP-

Level sowie der IL-5 und IL-4 Level [4]. Die mUV/VIS- Bestrahlung induziert einen 

dosisabhängigen 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]. Höhere Dosen (240 

mJ/cm2) führen zur vollen Blockade der Histaminfreisetzung [4]. 
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3.4. Inhibierung der Symptome der allergischen 

Rhinitis durch Phototherapie 
Die Phototherapie beeinflusst die Effektorphase der Immunantwort. Eine mUV/VIS-

Bestrahlung führt zum dosisabhängigen Anstieg der Apoptose von T-Zellen und 

Eosinophilen [4]. Bei allergischen Entzündungen 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 fördert Reifung, Aktivierung und ein verlängertes Überleben von Eosinophilen. 

Die Bestrahlung der Nasenschleimhaut führt 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. Über die Apoptose der Memory T-Zellen, die wichtig 

sind für die Weiterführung und Aufrechterhaltung des allergischen Prozesses, könnte 

die Phototherapie einen Langzeitnutzen haben [4]. IL-4 ist essentiell für die 

Förderung der Festlegung der T-Zell-Vorläufer, 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 Verhältnis von IL-4 und IL-5, welche bei einer Entzündung produziert werden, 

bestimmt wahrscheinlich die Apoptose-Rate der Eosinophilen am Ort der 

Entzündung. Eine Reduktion von IL-5 in der Nasenschleimhaut nach Phototherapie 

könnte gemeinsam mit dem Weiterbestehen von IL-4 die durch Phototherapie 

ausgelöste Apoptose von Eosinophilen fördern [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 Fähigkeit 

von mUV/VIS ist möglicherweise durch den synergistischen Effekt der 

verschiedenen Wellenlängen auf die Allergen-induzierte Histaminfreisetzung aus 

Mastzellen bedingt [4]. 
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3.5. Tumorgenese und intranasale Phototherapie 
Ein Haupt-Wirkmechanismus von UV-Licht ist die Induktion von DNA-Schäden 

[22, 23]. Die Wellenlänge von 260 nm korrespondiert zum Absorptionsmaximum der 

DNA und ist damit am effektivsten für die Bildung von DNA-Schäden [29]. Werden 

die DNA-Schäden nicht repariert, können sie Auslöser maligner Transformationen 

sein. Dieses karzinogene Risiko ist abhängig von der kumulativen Dosis des UV-

Lichtes. Direkte UV-Schäden der DNA entstehen durch Absorption von Photonen 

durch die DNA. UVC (100 – 280 nm) und UVB (280 – 320 nm) induzieren vor 

allem direkte DNA-Schädigungen. Dies zeigt sich in der überwiegenden Produktion 

von promutagenen Produkten wie Cyclobutan pyrimidin Dimere (CPDs) und 

Pyrimidin pyrimidon Photoprodukten (6-4 PPs) [30, 31]. Indirekte DNA-

Schädigungen werden zum Beispiel hervorgerufen durch Bildung reaktiver 

Sauerstoffspezies, also durch oxidativen Stress. UVC und UVB verursachen auch zu 

einem geringen Anteil Strangbrüche und oxidative DNA Modifikationen. UVA 

induziert vor allem die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und zu einem geringerem 

Anteil auch die Bildung direkter DNA-Schädigungen [30, 31]. Laut dem 

Therapieprotokoll des Herstellers von Rhinolight® zur Therapie der saisonalen 

allergischen Rhinitis erfolgen 3 mUV/VIS-Behandlungen der Nasenschleimhaut pro 

Woche während 2 aufeinander folgender Wochen. In einer Studie zur Bewertung der 

DNA-Schädigung und –Reparatur der Nasenschleimhaut wurden nasale Zellproben 

von Patienten mit allergischer Rhinitis entnommen [32]. Unmittelbar nach der letzten 

Behandlung wurden signifikant erhöhte CPD-Werte gemessen [32]. Nach 7 Tagen 

wurden keine signifikanten Level an DNA-Schäden 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-Schädigungen in der Nasenschleimhaut im 

Rahmen einer Rhinophototherapie vollständig repariert [34]. Auch benötige die 

Rhinophototherapie sehr viel weniger kumulative Dosis als der Grenzwert für ein 

erhöhtes Tumorrisiko der Haut [34]. Daher sei die Wahrscheinlichkeit für eine 

Karzinogenese unter dem derzeitigen Therapieschema gering [34]. 

  



3. Einleitung 

18 

3.6. Reparaturmechanismen 
Nach UV-Schädigung der DNA können Zellen, je nach Schädigungsausmaß und der 

Effizienz der Reparaturmechanismen, die Schäden reparieren oder Apoptose und 

Nekrose erliegen und dann vom Gewebe eliminiert werden. Auch könnten sie trotz 

nicht reparierter Schäden überleben, was eine potenzielle Mutationsquelle darstellt. 

Hauptmechanismus zur Entfernung umfangreicher Läsionen (z.B. Pyrimidin-

Dimere) ist die Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER) [35] wobei fehlerhaft reparierte 

DNA-Schäden zu Mutationen führen können. Auf Zell-Ebene ist die Apoptose ein 

wichtiger Mechanismus zur kompletten Entfernung nicht reparierter UV-induzierter 

DNA-Schäden [36]. 

 

Es wurden Mutations-Hot-Spots im p53-Gen von Hauttumoren identifiziert [37]. 

Diese korrelieren mit Hot-Spots UV-induzierter DNA-Schäden [37]. Chronische 

UV-Bestrahlung kann Zellen mit dysfunktionalem p53 Gen einen selektiven Vorteil 

verleihen [37]. Mögliche Folgen sind reduzierte Apoptose und gesteigerte klonale 

Expansion, was zur Bildung von mutiertem p53 Clustern, aktinischer Keratose und 

letztlich zur Bildung von Tumoren führen kann [37-41]. Studien zeigen, dass UVB-

induzierte DNA-Schäden die Expression von p53 Protein, einem Schlüsselelement 

der Zellzykluskontrolle, erhöhen können [32, 40, 42]. Die Akkumulation von p53 

Protein induziert den Zellzyklusarrest an der G1/S-Phasen-Grenze und erhöht die 

Reparatur der DNA-Schäden vor der Replikation [42]. Ist die Menge der DNA-

Schäden sehr hoch und kann nicht komplett entfernt werden, können die Zellen in 

Apoptose gehen. Apoptose wird teilweise von der DNA-Schädigung, p53 und 

teilweise von anderen Mechanismen (z.B. Crosslinking von Oberflächenrezeptoren) 

bestimmt [32, 42]. Die Aktivierung von p53 ist intensiver nach UVB Bestrahlung als 

nach UVA-Bestrahlung [43]. Darum können UVA induzierte DNA-Schädigungen 

mit einer höheren Chance den protektiven Mechanismen entkommen und zur 

Mutation führen [43]. Die Kombination von UVA und UVB (z. B. in mUV/VIS) 

könnte laut Kappes et al. (2006) und Koreck et al. (2007) einen protektiven Effekt 

haben, da die gleichzeitige Induktion von DNA-Schäden und Aktivierung von 

Reparaturmechanismen zum Überleben gesunder Zellen oder zur zusätzlichen 

Aktivierung von p53 und damit zum Zelltod führt [34, 43].  
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3.7. Das Ziel dieser Arbeit 
Es ist bekannt, dass durch chronische Sonnenlicht-Exposition verursachte DNA-

Schäden verantwortlich sind für 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 

entzündlicher Erkrankungen der Nasenschleimhaut, besonders der allergischen 

Rhinitis, dar. Über eine Induktion von Apoptose von T-Lymphozyten und Antigen-

präsentierenden Zellen sowie einer Verminderung der Synthese und der Freisetzung 

von Entzündungsmediatoren werden allergische Symptome reduziert [4]. 

Respiratorisches Gewebe ist hingegen nicht regelmäßig UV-Licht ausgesetzt. Da die 

Phototherapie von entzündlichen Atemwegserkrankungen mehrere Expositionen 

benötigt, ist es besonders wichtig, festzustellen, ob die Rhinophototherapie ein 

Risiko zur Karzinogenese in respiratorischem Epithel darstellt. Bisherige Studien 

konnten zeigen, dass UV-induzierte DNA-Schäden binnen weniger Wochen repariert 

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

 

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

intranasaler Phototherapie mit Hilfe der Proteomanalyse zu evaluieren. 

 

Die Analyse der mUV/VIS-bedingten Veränderungen der Proteinexpression erlaubt 

hierbei Einblicke in verschiedene zelluläre Vorgänge in Adaptation an bestimmte 

Bedingungen. In dieser Arbeit wurden folgende Fragestellungen untersucht: 

 

Welche Veränderungen in der Proteinsignatur werden durch eine mUV/VIS-

Behandlung vermittelt? Aufgrund der erhöhten UV-Belastung stellt sich auch die 

Frage nach dem Effekt der mUV/VIS-Bestrahlung auf die respiratorischen 

Epithelzellen. Entstehen DNA- oder Proteinschäden? Wenn ja, welche 

Reparaturmechanismen lassen sich nachweisen? Besteht ein potenziell karzinogenes 

Risiko? Außerdem soll beurteilt werden, mit welchen Veränderungen die 

respiratorischen Epithelzellen im Zeitverlauf auf die mUV/VIS-Bestrahlung 

reagieren. 
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4. Material 

4.1. Verwendete Chemikalien, Enzyme, Antikörper 
Hersteller Chemikalien, Enzyme und Medien 
Amersham Biosciences DeStreak 

Dry strip cover fluid 
Glycerol 87% 

Applichem Acrylamid 
Silbernitrat 

Biochrom AG, Berlin, 
Deutschland 

Fetales Kälberserum (FCS) 

BIO-RAD Bradford-Reagenz 
Precision Plus ProteinTM Standard Dual Color 161-0374 

GE Healthcare, 
Munich, Germany 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) 
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 
Na2S2O3*5H2O (Natriumthiosulfat-Pentahydrat) 
Na2CO3 (Natriumcarbonat) 

Oxford Glycosystems Bromphenolblau 
PAA Laboratories 
GmbH, Cölbe, 
Deutschland 

Non essential Amino Acids (100x) 
L-Glutamine 200 mM (100x) 

Pelikan Pelikan Tinte, königsblau (Nr. 4001) 
PromoCell GmbH, 
Heidelberg, 
Deutschland 

MEM Earle Growth Medium 
Trypsin/EDTA 

Riedel-de Haën Ammoniumsulfat 
Roth Natriumdodecylsulfat (SDS) 

Ammoniumpersulfat (APS) 
Glycin 
Essigsäure 
Phosphorsäure 
NH4HO 
Magermilchpulver 
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Santa Cruz 
Biotechnology, Inc. 

DDB1 Antikörper (H-300): sc-25367 
E2F-1 Antikörper (C-20): sc-193 
ERK 2 Antikörper (K-23): sc-153 
MEK-1 Antikörper (C-18): sc-219 
Nrf2 Antikörper (C-20): sc-722 
p53 Antikörper (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-essigsäure (IAA) 
Phosphate buffered saline (PBS) 
Thiourea 
β-Mercaptoethanol 
α-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsäure 

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 Antikörper 
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4.2. Geräte und Hilfsmittel 
Gerät / Hilfsmittel Herstellerbezeichnung 
Zentrifugen Biofuge pico von Heraeus Instruments 

Centrifuge 5402 von Eppendorf 
Vortexer Vortex Genie 2 von Scientific Industries 
Rührtisch Stirrer SB 161-3 von Stuart 
Wärmeschüttler / Rüttler 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 Kühlung 
(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 für 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: Geräte und Hilfsmittel 
* Erste Version des Rhinolight als Leihgabe des Herstellers (wurde im Laufe der Arbeit vom 
Hersteller zurückgezogen, 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 für ein differenziertes, respiratorisches Epithel betrachtet 

werden [44]. Die S9-Epithelzell-Linie ist kommerziell erhältlich 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 über 

mehrere Generationen vermehrt werden können. 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. Schließlich erfolgte die Korrektur des Phänotyps der IB3-1-

Zellen durch Transfektion mit einem Adenovirus als Vektor, der für den 

vollständigen 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 Nährmedium unter Zusatz von 5 % 
DSMO in flüssigem Stickstoff eingefroren gelagert. 
 

 
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 vollständiger Konfluenz (rechtes Bild). Die 
S9-Zellen sind eine immortalisierte Zelllinie, die von einem Patienten mit zystischer Fibrose stammt. 
Der Gen-Defekt, der für 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 
Für das nach Beule et al. [44] modifizierte Modell eines differenzierten, 

respiratorischen Epithels erfolgte die Inkubation in einer Atmosphäre mit 5 % CO2, 

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 Verhältnis 1:4 auf frische Kulturschalen aufgeteilt und erneut bis 90 % 

Konfluenz inkubiert. Einzelne Schritte zeigt Tab. 5. Für die Experimente wurden die 

S9-Zellen zwischen der 17. und 24. Passage verwendet. Die Arbeit mit der Zellkultur 

erfolgte steril und unter einem Abzug. Täglich wurde mikroskopisch in 200-facher 

Vergrößerung die Kultur auf bakterielle Kontaminationen geprüft und mehrfach 

Untersuchungen auf Mykoplasmen-Kontamination durchgeführt. 

 

Schritt Beschreibung 
1. Entfernen des 

Kulturmediums 
Entfernen des Zellkulturmediums von der Kulturschale und 
anschließendes Verwerfen des entfernten Mediums 

2. Beseitigung von 
Rückständen des 
Mediums 

Rückstände des Zellkulturmediums wurden mittels PBS 
(phosphate buffered saline: 8,0 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,78 g 
Na2HPO4*2H2O, 0,27 g KH2PO4, Aqua dest. ad 1000 ml) entfernt. 
Hierzu sind 5ml PBS auf die Kulturschale pipettiert und nach 
wenigen Sekunden wieder entfernt worden. 

3. Ablösen der 
Zellen 

Zugabe von 1 ml angewärmten Trypsin/EDTA (0,05 % Trypsin, 
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 ausgelösten Prozesse 
erfolgte die Zugabe von 3 ml Medium. 

5. Verteilung der 
Zellsuspension 

Die Zellsuspension wurde durch Auf- und Abpipettieren gründlich 
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 Kälberserum (FCS) 20 ml -20 °C 
2% L-Glutamin 10 ml -20 °C 
1% nicht essentielle Aminosäuren (ne AS) 5 ml 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 erwärmt. 
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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. 

Durchgeführt wurde die 2D-Gelelktrophorese wie von Thiele et al. [47] beschrieben. 

5.2.1. 2D-Gele 

Die 2D-Gelelektrophorese-Gele wurden in einer Gelgießkammer von ESA 

(Maryland, USA) gegossen. Beim Ansetzen der Gellösung wurde auf das Sammelgel 

verzichtet. Es wurde nur das Trenngel (Tab. 7, S. 25) angesetzt. Vorteile dieser 

Gellösung sind, dass sich zum einen die pH-Werte nicht vermischen und zum 

anderen eine längere Lagerbarkeit der Gele. Die Gellösung wurde in die 

Gelgießkammer gefüllt und mit 2-Propanol überschichtet. Nach Auspolymerisieren 

(nach ca. 1 Stunde) wird die Gießkammer auseinander gebaut und die Gele werden 

mit Wasser abgespült. Zwischen befeuchteten Tüchern und in eine Plastiktüte 

gehüllt, können die Gele gekühlt 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) 
0,4% SDS [=4x Trenngelpuffer] 

127 ml 0,1 % 

A. dest. ad 507,925 (= 219,5 ml) - 
APS (10%) 2,5 ml 0,0492 % 
TEMED 125 µl 0,0246 % 

Tab. 7: Zusammensetzung der Trenngele 
 

5.2.2. Probenvorbereitung 

Das Gerät 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 

siehe Abb. 6). Die Bestrahlung der S9-Epithelzellen erfolgte mäanderförmig 

(Schema des Bestrahlungsmusters siehe Abb. 4) auf einer Fläche von 78 cm2. Als 

Kontrolle wurden unbehandelte Zellen mitgeführt. Der Versuchsaufbau ist in 5.2.8. 

DIGE (Differential In Gel Electrophoresis) dargestellt. Schließlich wurden die Zellen 

vorsichtig mit einem Zellschaber von der Zellkulturplatte gelöst. 
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Abb. 4: Schema der mäanderförmigen Bestrahlung mit mUV/VIS 
Schema der mäanderförmigen 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 fünfmalige Frieren mit Hilfe von flüssigem 

Stickstoff (-196 °C) und Tauen bei 30 °C im Wärmeschüttler für 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 

µg/µl, wurden zu den 10 µl der Proben 790 µl Wasser und 200 µl Bradford-Reagenz 

hinzugegeben. Danach wurde die Absorption bei 595 nm gemessen. Im Vergleich 

mit der Eichreihe ließ sich die Proteinkonzentration der Proben bestimmen. 
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5.2.3. Rehydratisierung 

Es wurden kommerziell erhältliche, immobilisierte pH-Gradienten (IPG-Streifen) mit 

24 cm Länge 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 µg der Proteinprobe benötigt. Dazu wurden 

50 µl 10xRH gegeben und auf 500 µl mit 1xUT aufgefüllt (Zusammensetzung siehe 

Tab. 8 und Tab. 9, S. 27). Die Proben mussten auf 20 °C temperiert sein, damit kein 

Harnstoff ausfällt. Es folgte das Pipettieren der Proben in die Probenschlitze der 

Äquilibrierungsschale. Die IPG-Streifen wurden mit der Gel-Seite nach unten und 

luftblasenfrei in die Probenschlitze eingelegt und schließlich komplett mit Mineralöl 

(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 µl 13,125 % 
1xUT (Zusammensetzung 
siehe Tab. 9) 

ad. 400 µl - 

Bromphenolblau Spatelspitze - 
Tab. 8: Zusammensetzung der Rehydratisierungslösung (10x RH) 
Zusammensetzung des 1xUT siehe Tab. 9. 
 

Komponente Menge Endkonzentration 
Urea 1,92 g 7,98669 M 
Thiourea (2 M) 0,61 g 2,00342 M 
Maldi-Wasser ad. 4 ml (2 
ml zugeben) 

ad. 4 ml ( 2 ml zugeben) - 

Tab. 9: Zusammensetzung 1x UT 
Tabellarische Darstellung der Zusammensetzung der 1xUT Lösung. 
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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 abgespült. Mit Hilfe von Filterpapier, das mit Aqua dest. befeuchtet 

wurde, wurde überschüssiger 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 getränkt und am basischen Pol der Kammer auf 

die basische Seite des Streifens gelegt. Um eine Austrocknung zu verhindern, 

wurden die Streifen mit Mineralöl 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 hört 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 Äquilibrierungsschale gelegt. Wenn sie nicht gleich weiterverarbeitet 

wurden, konnten die IPG-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 für 24 cm IPG-Streifen pH 4 – 7 
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5.2.5. Äquilibrierung 

Die IPG-Streifen wurden entweder nach der IEF gleich weiter bearbeitet oder nach 

Lagerung bei -20 °C aufgetaut. Dann wurden sie für jeweils 15 min äquilibriert. Mit 

DTT aus Lösung A wurden Disulfidbrücken aufgelöst und diese Denaturierung 

mittels IAA aus Lösung B stabilisiert (Zusammensetzung Lösung A und Lösung B 

siehe Tab. 11, S. 29). 

 Lösung A Lösung B 
Komponente Menge Endkonzentration Menge Endkonzentration 
Urea 28,8 g 11,98 M 28,8 g 11,98 M 
Tris/HCl pH 8,8 20 ml 50 % 20 ml 50 % 
Glycerol 87 % 18,4 ml 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 - - 
Iodacetamid (IAA) - - 1g 142,71 mM 
Bromphenolblau - - Spatelspitze - 

Tab. 11: Zusammensetzung der Äquilibrierungslösungen 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 Äquilibrierung auf das Trenngel 

gebracht und mit Agarose (Zusammensetzung siehe 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 Verdünnung von 10x Laufpuffer (Tab. 13, S. 29) 
 
Der Laufpuffer (Tab. 13, S. 29) wurde zehnfach verdünnt (1x Laufpuffer) und auf  

20 °C temperiert. Ein elektrisches Feld wurde zunächst mit 0,5 Watt pro Gel 

angelegt. Je nach Anzahl und gewünschter Laufzeit erfolgte die Erhöhung 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 Gelfärbungen 

5.2.7.1. Kolloidale Coomassie-Färbung 

Der ursprünglich in der Textilindustrie eingesetzte Farbstoff Coomassie Brilliant 

Blau G250 lagert sich an die basischen Seitenketten der Aminosäuren an. Dadurch 

werden die Proteine unspezifisch gefärbt. Die so gefärbten Gele können dann 

eingescannt werden. Die einzelnen Schritte der Färbung nach Vorgabe des 

Herstellers (GE Healthcare) können Tab. 14, S. 30 entnommen werden. Pro Gel 

wurden jeweils 300 ml Lösung benötigt. 

 

Schritt Komponente Dauer 
1. Fixieren 40 % EtOH 

10 % Essigsäure 
1 – 2 h 

2. Waschen A. dest 2 x 10 min 
3. Färben Colloidal Coomassie 

Solution (CSS) 
(siehe Tab. 15) 

1 – 7 d 

4. Waschen 20 % MeOH 2 x 15 min 
5. Waschen A. dest 2 x 1 h 

Tab. 14: Schritte der Coomassie-Färbung 
Zusammenfassung der einzelnen Schritte für die Coomassie-Färbung. Für die Zusammensetzung der 
Colloidal Coomassie Solution (CSS) siehe Tab. 15, S. 30). 
 

Komponente Menge Endkonzentration 
Coomassie Brilliant Blau 
G-250 

2,5 g (854,04 g/mol) 

A. dest ad 3125 ml - 
(NH4)2SO4 
(Ammoniumsulfat) 

250 g (132,14 g·mol−1) 

85%ige Phosphorsäure 30 ml 0,96 % 
MeOH 625 ml 20 % 

Tab. 15: Zusammensetzung Colloidal Coomassie Solution (CSS) 
Zusammensetzung der Colloidal Coomassie Solution (CSS) für die kolloidale Coomassie-Färbung. 
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5.2.7.2. Silberfärbung nach Bloom 

Grundlage der Silberfärbung 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+-Ionen durch stark reduzierende 

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

einzelnen Schritte der Färbung sind in der Tab. 16 auf S. 31 aufgeführt. Um die Gele 

am Computer auswerten zu können, wurden sie anschließend mit einer Auflösung 

von 254 dpi und im Durchlichtmodus eingescannt. 

 

Schritt Komponenten Dauer 
1. Fixierung 50 % vergälltes Ethanol 

12 % Essigsäure 
38 % A. dest. 

ca. 1 h 

2. Waschen 50 % vergälltes Ethanol 2 x 20 min 
3. Sensitivierung 0,02 % Na2S2O3*5H2O genau 1 min 
4. Waschen A. dest. 2 x 20 Sekunden 
5. Silberfärbung 0,2 % AgNO3  

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

20 min 

6. Waschen A. dest. 2 x 20 Sekunden 
7. Entwickeln 6 % Na2CO3  

0,04 % Na2S2O3*5H2O 
0,03 % 37 %-iges Formaldehyd 
93,03 % A. Dest 

ca. 3 min 

8. Stoppen 1 % Glycin 20 Sekunden 
1 % Glycin 10 – 30 min 

9. Waschen A. dest. 30 min bis über Nacht 
Tab. 16: Silberfärbung nach Bloom et al. [50, 51] 
Übersicht der einzelnen Schritte der Silberfärbung 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 ausführlich von Berth et al. [53] beschrieben. 

Durchgeführt wurden die DIGE-Experimente wie bereits durch Thiele et al. [47] und 

Junker et al. [54] beschrieben. 

 

Für 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 µg 

Protein für 30 min auf Eis. Anschließend 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 äquimolaren Anteilen aller Proben 

hergestellt und mit dem Cy2-Farbstoff markiert. Jeweils 50 µg der mit Cy3 und Cy5 

markierten Proben wurden mit 50 µg des internen Standards (Cy2) in 

Rehydratisierungspuffer (Zusammensetzung für 10 Einheiten: 80.0 mg CHAPS, 

17.5 mg DTT, 52.5 µl Pharmalyte pH 3 – 10, Bromphenolblau, ad 400.0 µl 

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 Gelpräparation und die Elektrophorese wurden entsprechend den Protokollen 

nach Junker et al. [54] und Farajzadeh et al. [55] durchgeführt. 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 für Cy2, 532/570 nm für 
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Cy3 und 633/670 nm für Cy5. Es wurden also 3 Bilder pro Gel erzeugt (Cy3, C5, 

und Cy2). Für jede Bedingung wurden 4 technische Replikate erstellt. Die erstellten 

digitalen Bilder wurden mittels Delta2D-Software (Decodon GmbH, Greifswald, 

Germany) analysiert. Mittels Delta2D können die Gelbilder durch verschiedene 

Farben voneinander abgegrenzt und übereinander gelegt werden, wodurch die 

Proteinmuster verglichen und so auch Änderungen im Proteinmuster nachgewiesen 

werden können. 

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 

übertragen. Mit Hilfe der Spot-Umrisse wurden die Spotintensitäten ermittelt und 

eine quantitative Analyse durchgeführt. Zur statistischen Analyse und grafischen 

Darstellung der Expressionsprofile wurden die gewonnenen Spot-Expressionswerte 

in zwei Schritten normalisiert. Im ersten Schritt wurden die Unterschiede der 

Spotintensitäten zwischen den einzelnen Gelen durch Teilen der Hintergrund-

korrigierten Werte der Spotintensitäten durch den Medianwert aller Spots des 

korrespondierenden Cy-Kanals (Cy2, Cy3 oder Cy5) korrigiert. Im zweiten Schritt 

erfolgte die Kalibrierung der Intensitäten jedes Spots durch Teilen der Median-

normalisierten Spot-Intensitäten der Cy3- und Cy5- Kanäle durch den 

korrespondierenden Wert des internen Standards (Cy2-Kanal des jeweiligen Spots). 

Zur Identifizierung der Unterschiede der Spot-Intensitäten wurden die Werte der 

mUV/VIS-behandelten Proben durch die korrespondierenden Werte der 

unbehandelten Kontrolle geteilt. Um falsch positiven Werten vorzubeugen, galten 

Veränderungen nur als signifikant, wenn die folgenden 3 Kriterien erfüllt waren: 

1) In der One-Way-ANOVA-Analyse musste p ≤ 0,05 sein. 2) Die Veränderung im 

Vergleich zur Kontrolle muss mindestens den Faktor 1,5 betragen (Fold Change 

Wert). 3) Die minimale Spotintensität eines Spots musste ≥ 0,03 %Vol. sein um zu 

vermeiden, dass Verhältnisse von Spots berechnet werden, deren Intensitäten nahe 

den Hintergrundwerten sind. Die entsprechenden Werte sind in der Delta2D-

Software in der sog. „Quantitation Table“ zusammengefasst und stehen für weitere 

statistische Analysen zur Verfügung.  
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Abb. 5: 2D-DIGE Workflow 
Schematische Übersicht 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 Wellenlängen 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. 
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5.2.8.1. Experiment 1: Untersuchung der Zeitabhängigkeit vom 0 bis 

72 h für 4 min Bestrahlungszeit 

Der Vergleich der Proteinveränderungen zwischen dem Kurzzeitbereich (0, 30 und 

60 min) und dem Langzeitbereich (24, 48 und 72 h) erfolgte für eine 4-minütige 

mUV/VIS-Bestrahlung. Zur Kontrolle wurden Zellen ohne Bestrahlung für 0, 30 und 

60 min sowie 24, 48 und 72 h weiter kultiviert. Insgesamt ergaben sich 12 

Bedingungen, für 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 Wellenlängen 

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

 

5.2.8.2. Experiment 2: Untersuchung der Dosisabhängigkeit im 

Langzeitverlauf von 24 – 72 h und für 2, 4 und 6 min Bestrahlung 

Im Vergleich des Kurzzeit- und des Langzeitbereiches für 4 min Bestrahlung sind 

mehr Proteine im Langzeitverlauf verändert (vgl. Abb. 12, S. 47; Abb. 13 A, S. 49). 

Daher erfolgte der Vergleich unterschiedlicher Bestrahlungszeiten im 

Langzeitverlauf. Zu diesem Zweck wurden zusätzlich S9-Zellen einer mUV/VIS-

Bestrahlung von 2 und 6 min ausgesetzt sowie 24, 48 und 72 h weiter kultiviert. Die 

Daten für 4 min Bestrahlung im Langzeitbereich sowie deren Kontrollgruppen 

wurden aus dem vorhergehenden Versuch übernommen. Insgesamt ergaben sich 

zusätzlich 6 Bedingungen, für 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 Wellenlängen 

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

 

Bestrahlungszeit (Dosis ) 2 min 4 min 6 min 

Kultivierungszeit der 

Proben nach 

der Behandlung 

 0 h  
 0,5 h  
 1 h  

24 h 24 h 24 h 
48 h 48 h 48 h 
72 h 72 h 72 h 

Tab. 17: Übersicht aller untersuchten Bestrahlungs- und Kultivierungszeiten 
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5.3. MALDI-TOF-Massenspektrometrie 
Die Präparation der Proben und anschließende Massenspektrometrie erfolgte in 

Anlehnung an die Protokolle nach Junker et al. (2011) [54]. Zur Matrix-Assisted 

Laser-Desorption-Ionisation-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 µl hochreinem Wasser gefüllten 

Mikrotiterplattenkavitäten. Dann wurden sie in 200 µl 50%iger Acetonitril-Lösung 

mit 200 mM Ammoniumbicarbonat für 30 min bei 37 °C gewaschen. Die Lösung 

wurde abpipettiert und die Proben 30 min mittels Vakuumzentrifuge getrocknet. 

10 µl Trypsin-Lösung (25 mM Ammonimbicarbonat, 0,02 µg/µl Trypsin, pH 8,1) 

wurden addiert. Es folgte die Inkubation bei 37 °C für 12 – 16 h. Nach 

Überschichtung mit 15 µl Diffusionslösung, mit 10 % Acetonitril und 1 % 

Trifluoressigsäure (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 Lösungsmittels eingebaut. Für die Matrix 

eignen sich saure Moleküle mit Kokristallbildung und UV-Absorption (bevorzugt α-

Cyano-4-Hydroxy-Zimtsäure). 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 

übergehen. 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 

abhängig von der Energie (E), die es durch das elektrische Feld erhält sowie von der 

Masse (m) und Ladung (z) des Peptids. Da das elektrische Feld bekannt ist, lässt sich 

die Gleichung E = (m/z)*v2 nach der Masse umstellen. Durch Messung der Flugzeit 

der Ionen durch den TOF [time of flight]-Analysator bis zum Auftreffen auf dem 

Detektor erhält man die Geschwindigkeit. So werden die einzelnen Massen der 

Peptide eines Proteins bestimmt. Die MASCOT-Datenbank enthält Daten virtuell 

verdauter Proteine. Stimmt ein experimentell bestimmtes Muster mit einem in der 

Datenbank gespeicherten überein, kann das Protein identifiziert werden.  
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5.4. Western-Blot-Analyse 
Für die Western-Blot-Anaylse wurden 10 µg je Proteinprobe mittels 12,5 % SDS-

PAGE (für 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) für das Western-Blotting 

mittels Semi-Dry-Blotter (Milliblot Graphic ElectroblotterII, Millipore, Billerica, 

MA, USA) für 2 h. Vor der Antikörperbindung wurden die Membranen in einer 

Lösung aus 5 % fettfreier Trockenmilch in mit Tris gepufferter Salzlösung Tween 20 

(TBS-T Puffer, TBS-Tween, 137 mM Tris-HCl, 2.68 mM NaCl, und 0.1 % 

Tween 20) für 90 min bei Raumtemperatur geblockt. Direkt danach wurden die 

Membranen mit dem jeweiligen spezifischen primären Antikörper über Nacht und 

bei 4 °C inkubiert. Die Antikörper wurden hierzu in TBS-T Puffer mit 5 % BSA 

(bovines Serumalbumin) entsprechend verdünnt (Tab. 18, S. 37). Vor der Inkubation 

mit den sekundären Antikörpern wurden die Membranen sechsmal in TBS-T Puffer 

bei Raumtemperatur für 1 Stunde gewaschen. Als sekundärer Antikörper kam ein 

stabilisierter Ziegen-Anti-Kaninchen-Antikörper in einer Verdünnung von 1:2500 in 

5 % fettfreier Trockenmilch in TBS-T Puffer zur Anwendung, der mit 

Meerrettichperoxidase (HRP, horseradish peroxidase) konjugiert wurde. Nach 6 

Waschvorgängen mit TBS-T Puffer wurden die Membranen mit dem SuperSignal 

West Femto Maximum Sensitivity Substrat (Pierce; Thermo Fisher) für 5 min 

inkubiert. Die Signale wurden mittels CCD Kamera (Fusion-SL-3500 WL, Vilber 

Lourmat, Eberhardszell, Germany) detektiert. 

 

 
Tab. 18: Western Blot Analyse 1. und 2. Antikörper und Verdünnungen 
Die verwendeten primären und sekundären Antikörper, deren Verdünnung und die jeweils verwendete 
Acrylamid-Konzentration werden gezeigt. Es wurden Gele mit 12,5 % Acrylamid verwendet, mit 
Ausnahme von DDB1, denn hier wurde aufgrund des hohen Molekulargewichtes 7,5 % Acrylamid 
verwendet. 
 

Primärer	Kaninchen-IgG-
Antikörper	gegen:

Verdünnung	primärer	Antikörper,	
Molekulargewicht	

Acrylamid	
pro	Gel	in	%

Sekundärer	Antikörper											
(Meerrettichperoxidase-konjugiert)

Verdünnung	
sekundärer	Antikörper

Nrf2	(C-20):	sc-722 1:200,	57	kDa 12.5 Ziegen-anti-Kaninchen-IgG-Antikörper:	sc-2004 1:2500
DDB1	(H-300):	sc-25367 1:200,	127	kDa 7.5 Ziegen-anti-Kaninchen-IgG-Antikörper:	sc-2004 1:2500
E2F1	(C-20):	sc-193 1:200,	60	kDa 12.5 Ziegen-anti-Kaninchen-IgG-Antikörper:	sc-2004 1:2500
ERK2	(K-23):	sc-153 1:200,	42	kDa	(ERK1:	44	kDa) 12.5 Ziegen-anti-Kaninchen-IgG-Antikörper:	sc-2004 1:2500
MEK1	(C-18):	sc-219 1:200,	45	kDa 12.5 Ziegen-anti-Kaninchen-IgG-Antikörper:	sc-2004 1:2500
p53	(FL-393):	sc-6243 1:200,	53	kDa 12.5 Ziegen-anti-Kaninchen-IgG-Antikörper:	sc-2004 1:2500
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6. Ergebnisse 
Als in-vitro-Modell für ein differenziertes respiratorisches Epithel wurde die 

kommerziell erhältliche (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 

Atmosphäre mit 5 % CO2, 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 Verhältnis 1:4 auf vier frische Kulturschalen aufgeteilt. 

Erneut folgte die Inkubation bis 90 % Konfluenz (einzelne Schritte siehe Tab. 5 auf 

S. 24). Für die Experimente kamen die S9-Zellen zwischen der 17. und 24. Passage 

zur Anwendung. Die Bestrahlung erfolgte mäanderförmig mit einem Gerät 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). 

 
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. 



6. Ergebnisse 

39 

Es wurde die Wachstumsfläche der Cell+ Kulturschalen von 78 cm2 bestrahlt. Als 

Kontrolle wurden unbehandelte Zellen mitgeführt. Eine Übersicht der untersuchten 

Bestrahlungs- und Kultivierungszeiten ist in Tab. 17 auf S. 35 zusammengefasst. 

Schließlich wurden die Zellen vorsichtig mit einem Zellschaber von der 

Zellkulturplatte gelöst. 

 

Wie bereits im Methodenteil beschrieben, folgten die Proteinextraktion, die 

Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford, die 2D-Gelelektrophorese und 

DIGE-Experimente mit anschließender 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 Proteomveränderungen 

mUV/VIS-behandelter S9-Epithelzellen 
Für die 2D-Differenz-In-Gelelektrophorese wurden nach der Proteinextraktion die 

Proben mit Cy-Fluoreszenzfarbstoffen (Cy3, Cy5, Cy2) entsprechend den Angaben 

des Herstellers markiert. Mit diesen Farbstoffen können 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 Wellenlängen der Cy-Farbstoffe 

entsprechend, wurden die Gele gescannt und in Delta2D (Decodon GmbH, 

Greifswald, Germany) analysiert. Die Bestimmung der relativen Intensität eines 

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

 

         pI 4                                                                                                        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-
minütiger Bestrahlung. Grüne Spots zeigen reprimierte, rote zeigen induzierte Proteine und gelb 
repräsentiert eine gleiche Expression in Kontroll- und behandelte Zellen. 
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Die Fusionsbilder der jeweils 4 technischen Replikate können übereinanderlegt und 

in Falschfarben (grün die Kontrollgruppe und rot die behandelte Gruppe) dargestellt 

werden. In dieser dualen Ansicht (Dual View, siehe Abb. 7, S. 40) können Aussagen 

darüber getroffen werden, ob ein Protein induziert (rot) oder reprimiert (grün) ist. 

Eine gleiche Proteinexpression von Kontrolle und behandelter Gruppe stellt sich gelb 

dar. Anhand der angefertigten Dual View-Bilder über den gesamten Zeitverlauf 

lassen sich Veränderungen des Proteommusters im Zeitverlauf von 0 min bis 72 h 

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

 

 
Abb. 8: Veränderungen der Proteinsignatur über den zeitlichen Verlauf nach 4-
minütiger mUV/VIS-Behandlung 
Duale Ansichten der Fusionsbilder von jeweils 4 technischen Replikaten Kontrolle (Co) vs. 
Rhinolight-Behandlung (UV) für den gesamten Zeitverlauf (0, 30, 60 min und 24, 48, 72 h) nach 4-
minütiger Bestrahlungszeit. Nach Durchführung 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 können im Dual View übereinander gelegt werden. Grüne Spots repräsentieren reprimierte 
und rote Spots repräsentieren 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 schließlich 

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 

Veränderung im Vergleich zur Kontrolle signifikant verändert (p < 0,05). Aufgrund 

von posttranslationalen Modifikationen können Proteine in mehreren Gel-Spots 

gefunden werden. Insgesamt waren 262 verschiedene Proteine nachweisbar. Die 

Anzahl signifikant veränderter Proteine steigt im Zeitverlauf von 0 bis 48 h an (siehe 

Abb. 9, S. 42) und fällt von 48 auf 72 h wieder leicht ab. Die meisten Veränderungen 

zeigen sich im Langzeitbereich nach der mUV/VIS-Bestrahlung. 

 

 
Abb. 9: Signifikant veränderte Proteine 4 min Bestrahlung 0 min bis 72 h Inkubation 
Ausschließlich signifikant veränderte Proteinspots bei 4 min Bestrahlung im Zeitverlauf 0-72 h. Zu 
erkennen ist ein Anstieg der Anzahl signifikant veränderter Proteine im Zeitverlauf. Die 
Veränderungen 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 Beobachtungszeiträume von 24, 48 und 72 h 

nach der Bestrahlung 350 Spots mit 538 Identifizierungen (Tab. 22, S. 150) und einer 

mindestens 1,5-fachen Veränderung im Vergleich zur Kontrolle signifikant verändert 

(p < 0,05) (siehe Tab. 22, S. 150). Aufgrund posttranslationaler Modifikationen 

können 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 

Veränderungen auf Proteomebene manifestieren je länger die Bestrahlungsdauer ist 

(Abb. 10, S. 44). Dabei zeigt sich auch, dass sich die erzeugten Veränderungen 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 

veränderten Proteinspots kommt. 
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Abb. 10: Signifikant veränderte Proteinspots - Dosisabhängigkeit 
Signifikant veränderte Proteinspots in Abhängigkeit der jeweiligen Dosis (2, 4 und 6 min) 
vergleichend für 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 
dosisabhängiger Anstieg signifikant veränderter Proteinspots mit zunehmender Dosis. 
 
 

 
Abb. 11: Signifikant veränderte Proteinspots - Zeitabhängigkeit 
Dargestellt sind signifikant veränderte Proteine in Abhängigkeit von der jeweiligen Behandlungszeit 
vergleichend für 3 Zeitpunkte nach der Behandlung. Erkennbar ist ein Anstieg der Anzahl signifikant 
veränderter Proteinspots von 24 auf 48 h. Die Veränderungen manifestieren sich vor allem bei 48 h, 
während 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) 

können umfangreiche Datensätze strukturiert, vereinfacht und veranschaulicht 

werden [53]. Zudem ermöglicht die Hauptkomponentenanalyse Aussagen über die 

Qualität der Experimente und über das Auftreten von mUV/VIS-bezogenen Effekten 

auf die S9-Epithelzellen in Abhängigkeit von der Expositionsdauer und dem 

zeitlichen Verlauf nach der jeweiligen Behandlung. Hierzu wurden verschiedene 

PCA-Analysen durchgeführt. 

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 über den Zeitverlauf von 

0 – 72 h und mit den jeweiligen 4 technischen Replikaten (siehe 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 für eine hohe 

Qualität bei der Durchführung der Experimente und damit für eine gute 

Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Entlang der ersten Hauptkomponente stellen sich 

die größten Unterschiede dar. Die 2. Hauptkomponente verdeutlicht die zweitgrößten 

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 (siehe grüner 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 ausgeprägt 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 für die Beobachtungszeiträume 0, 30 und 

60 min mittels PCA-Analyse (siehe 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 über 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 

geringfügig 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 grüner Farbe dargestellt. Mit zunehmender Kultivierungszeit werden die Farben entsprechend 
dunkler dargestellt. 
 
12.1) Die jeweils 4 technischen Replikate liegen dicht beieinander. Dies spricht für eine qualitative 
Durchführung 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 größten Unterschiede entlang der 1. 
Hauptkomponente und die zweitgrößten 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 ausgeprägt wie im Langzeitbereich (vergleiche Abb. 9.4). 
 
12.4) Mit Hilfe des dargestellten Pfeils wird der größte Effekt der mUV/VIS-Bestrahlung verdeutlicht. 
Der größte Unterschied findet sich entlang der 1. Hauptkomponente. Die deutlichsten Veränderungen 
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 für die Beobachtungszeiträume 24, 48 und 72 h 

(siehe 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-minütige Bestrahlung 

zeigt hier im Langzeitversuch die größten Veränderungen. 

 

Eine zusammenfassende Darstellung bietet Abb. 58, S. 194 mit dem Vergleich 

zwischen Kontrollen und behandelten Gruppen bei 2, 4 und 6 min Bestrahlung über 

den gesamten Zeitverlauf mit jeweils 4 technischen Replikaten (siehe Abb. 58, 

S. 194). Die jeweils 4 technischen Replikate stehen in enger räumlicher Beziehung 

zueinander, unterscheiden sich also kaum. Dies demonstriert eine hohe Qualität bei 

der Durchführung 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 veränderten Proteine und 

Überschneidungen mit anderen Zeitpunkten dargestellt werden. Für diese 

Betrachtung wurden Proteine mit 4 min Bestrahlung und weiterer Kultivierung für 0 

bis 72 h, mit einer mindestens 1,5-fachen Veränderung im Vergleich zur Kontrolle, 

berücksichtigt. 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 

Veränderungen auftreten und dass es im weiteren Zeitverlauf zum Anstieg der 

Veränderungen kommt. Auch im Langzeitbereich (Abb. 13.C, S. 49) steigt mit 

Zunahme der Kultivierungszeit die Anzahl signifikant veränderter Proteine. Im 

Vergleich der Kurzzeit- und der Langzeitergebnisse (Abb. 13.A, S. 49) zeigen sich 

im Langzeitbereich deutlich mehr Proteine signifikant verändert als im Bereich der 

Kurzzeitversuche. Mit zunehmender Kultivierungszeit steigt also die Anzahl 

signifikanter Veränderungen, wobei der Schwerpunkt im Langzeitbereich liegt. 

 
Abb. 13: Venn-Diagramme 4 min Bestrahlung und 0 - 72 h Kultivierung 
Venn-Diagramme der Proteine mit 4 min Bestrahlung und weiterer Kultivierung für 0 – 72 h mit einer 
mindestens 1,5-fachen Veränderung zur Kontrolle. Venn-Diagramme können darstellen, wie viele 
Proteine exklusiv zu einem Zeitpunkt verändert sind und wo es Überschneidungen 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 für 4 min Bestrahlung und jeweils 0, 30 und 60 min Kultivierung 
untereinander, C) Vergleich der Langzeitergebnisse für 4 min Bestrahlung und jeweils 24, 48 und 72 h 
Kultivierung untereinander. Deutlich manifestieren sich die Veränderungen 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 können große Datenmengen übersichtlich 

visualisiert werden. Eine angepasste Weiterentwicklung, beschrieben von Bernhardt 

et al. (2009) und Otto et al. (2010), ist eine mögliche Darstellung von hierarchisch 

strukturierten, funktionellen Proteinklassifikationen und Expressionsdaten [56, 57]. 

Für diese Arbeit wurde die KEGG Brite Ontologie verwendet und entsprechend der 

identifizierten Proteine angepasst. Angenähert 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 für 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 übersichtlichen 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 Kultivierung nach der Bestrahlung). Außerdem 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 Veränderungen im Zeitverlauf verdeutlicht. 
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A) 

 
B) 

 
 
Abb. 14: Voronoi Treemaps zur Darstellung großer Datensätze 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 repräsentiert ein identifiziertes 
Protein. Die Expressionsveränderungen 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 Farbsättigung wurde erreicht ab einer mindestens 5-fachen 
Veränderung im Vergleich zur Kontrolle. 
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A) 

 
 B) 

 
 
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 für 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 repräsentiert 
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 Veränderung im Vergleich zur Kontrolle wurde die volle Farbsättigung erreicht.  
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6.7. IPA-Analyse für 4 min Bestrahlung und 0 – 72 h 

Inkubation 
Für die Ingenuity Pathway Analyse wurden alle Proteine mit einer mindestens      

1,5-fachen Veränderung im Vergleich zur Kontrolle (Fold Change) bei einer            

4-minütigen Bestrahlungsdauer und im Zeitverlauf von 0 bis 72 h berücksichtigt. 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 veränderten und identifizierten 

Proteinen sowie ihrer Fold Change Werte den einzelnen Zeitpunkten die zugehörigen 

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 zugehörigen 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 veränderten 
Proteine der S9-Zellen nach UV-Bestrahlung von 4 min und weiterer Kultivierung von 0 bis 72 h 
analysiert. Dargestellt sind die 5 ersten Ränge der Top Tox Lists zu jedem Zeitpunkt nach der UV-
Bestrahlung. Der “Nrf2-mediated Oxidative Stress Response” ist zu allen Zeitpunkten führend. 
 

 

 
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 Veränderung im Vergleich zur Kontrolle) 
zeigen eine Induktion und grüne eine Reprimierung. Die Analyse erfolgte für signifikant veränderte 
Proteine mit 4 min Bestrahlung und 0-72 h Inkubation mit einer mindestens 1,5-fachen Veränderung 
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 zellulären Funktionen bzw. Zelladaptationsmechanismen. Am meisten 

sind z. B. posttranslationale Modifikationen, Zelltod, Proteinfaltung oder 

Zellwachstum und Proliferation beeinflusst. Diese zeigen einen dosisabhängigen 

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 Veränderungen („Cell Death“ siehe 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 veränderten Proteine der S9-Epithelzellen analysiert. Die 5 Ränge der molekularen und 
zellulären 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 Schädigung der Zelle infolge UV-Bestrahlung – sind die Schäden zu 
groß, 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 Schädigungen im Verlauf.   
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6.8. IPA Analyse für 2, 4 und 6 min Bestrahlung und 

24 – 72 h Inkubation 
Die Listen der signifikant veränderten Proteine aus Delta2D für 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. Für die IPA-Analysen wurden die Proteine mit 

2, 4 und 6 min Bestrahlung und anschließender Inkubation für 24, 48 und 72 h mit 

einer mindestens 1,5-fachen Veränderung im Vergleich zur Kontrolle berücksichtigt. 

Durch die IPA-Analyse konnten den jeweiligen Zeitpunkten z. B. zugehörige 

funktionelle Netzwerke, „Top Tox Lists“, „Molecular and Cellular Functions“ 

zugeordnet und diese im Zeitverlauf analysiert werden. Die funktionellen Netzwerke, 

zellulären 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 möglichen karzinogenen Risikos durch mUV/VIS-Bestrahlung 

wurde das Ranking der Tumorerkrankungen unter den zellulären Funktionen sowie 

die Anzahl signifikant veränderter und Tumor-assoziierter Proteine in Abhängigkeit 

von Bestrahlungsdauer und weiterer Inkubationszeit ausgewertet und in Abb. 18, 

S. 59 zeitabhängig und in Abb. 19, S. 59 dosisabhängig graphisch dargestellt. 

 

Die Betrachtung entsprechend der Bestrahlungszeit (Abb. 18, S. 59) zeigt, dass die 

meisten Tumor-assoziierten Proteine für die jeweilige Bestrahlungszeit 48 h nach der 

Bestrahlung verändert sind. Das Ranking der Marker, die mit Tumorerkrankungen 

assoziiert sind (Abb. 18, S. 59), macht deutlich, dass für die jeweilige 

Bestrahlungszeit 24 h nach Bestrahlung die mit Tumorerkrankungen assoziierten 

Marker auf einem höheren Rang sind als nach 72 h. 

 

Die Gruppierung der Tumor-assoziierten Ergebnisse nach der Kultivierungszeit 

(Abb. 19, S. 59) erlaubt Aussagen über die Dosisabhängigkeit der mUV/VIS-

vermittelten Effekte. Es zeigt sich eine Zunahme der Tumor-assoziierten Proteine mit 

zunehmender Bestrahlungsdauer. Das Ranking der Tumorerkrankungen zeigt eine 

deutliche Erhöhung mit zunehmender Bestrahlungsdauer von 24 bis 72 h nach der 

Bestrahlung. 

 

Die ersten 37 Rängen 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 
Abhängigkeit vom Beobachtungszeitpunkt bei der jeweiligen Bestrahlungsdauer. Bei den Rängen der 
Tumorerkrankungen fällt 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. 
 

  
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 
Dosisabhängigkeit zu den einzelnen Beobachtungszeitpunkten. Bei Betrachtung des Rankings der 
Tumorerkrankungen fällt eine Erhöhung 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 Möglichkeit 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 Dosisabhängigkeit die Proteine mit 2, 4 und 6 min Bestrahlung 

und anschließender Inkubation für 24, 48 und 72 h mit einer mindestens 1,5-fachen 

Veränderung im Vergleich zur Kontrolle berücksichtigt. 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 Ränge 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 dosisabhängigen Anstieg der Ränge und assoziierten Proteine. 

 

Im Kurzzeitbereich (0, 30 und 60 min) ist „Mechanisms of Viral Exit from Host 

Cells“ auf den Rängen 29 (0 min) und 45 (30 und 60 min) vertreten. Auf eine 

ausführliche Darstellung der „Canonical Pathways” wird in dieser Arbeit aufgrund 

des Umfanges verzichtet. 
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A)  

 

B) 

 
Abb. 20: Mechanisms of Viral Exit from Host Cells: Ränge und assoziierte Proteine 
Darstellung der Ränge 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 dosisabhängiger Anstieg von Rang und assoziierten 
Proteinen mit Ausnahme der Bedingungen 4min_48h und 4min_72h. 
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6.9. K-means-Clustering 
Um herauszufinden, welche Spots über den gesamten Zeitverlauf ähnlich exprimiert 

werden, wurde ein K-means-Clustering mittels TMeV (TIGR Multiexperiment 

Viewer Software) durchgeführt, 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 Durchführung des 

K-means-Clustering wurde mit „k“ die Anzahl der zu ermittelnden 

Expressionsmuster-Cluster festgelegt. Anschließend verteilt die Software die 

Cluster-Schwerpunkte in entsprechender Anzahl zufällig. Jeder Spot wird dann dem 

Cluster zugeordnet, dessen Schwerpunkt ihm am nächsten liegt. Als Distanzfunktion 

wurde die Euklidische Distanz ausgewählt. 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 verändern. 

Das K-means-Clustering wurde für 10 Cluster durchgeführt. Auf diese Weise ließen 

sich unterschiedliche Expressionsmuster mit den dazugehörigen Proteinen 

identifizieren. Eine detailliertere Zusammenstellung der einzelnen Cluster-Analysen 

kann der Anlage, Abb. 59, S. 206 entnommen werden. 
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Abb. 21: K-means Clustering mit 10 unterschiedlichen Expressionsmustern 
Dargestellt ist ein Überblick 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. 
Grün dargestellt sind die Kontrollen und rot die mUV/VIS-Behandelten Gruppen. Die   y-Achse zeigt 
die zugehörigen 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 (siehe 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 (siehe 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 präsentiert 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 Aufwärtstrend bei 72 h nach 

Bestrahlung sowohl in der Kontroll- als auch in der behandelten Gruppe zu 

verzeichnen. 

 

Cluster 7 (siehe 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 ähnliches 

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 Abwärtstrend 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 höhere Expression der Kontrollen, während in der behandelten Gruppe ein 

deutlicher Abfall der Expression zu erkennen ist. 

 

Das Expressionsmuster des 8. Clusters (siehe 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 erhöht 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 ähnlich 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 ähnliches 

Verhalten, aber Cluster 4 verzeichnet einen stärkeren Abfall in der behandelten 

Langzeitgruppe und Cluster 9 einen Anstieg in der Langzeit der Kontrollgruppe.  
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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 „IPA“ (Ingenuity Pathway Analysis, Ingenuity® Systems) 

analysiert. Für 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 

ermöglichen verschiedene Aussagen: 

 

Als erstes kann visualisiert werden, welche Proteine sich über den Zeitverlauf 

ähnlich verhalten. Im zweiten Schritt kann anhand der IPA-Analyse geklärt werden, 

welche Stoffwechselwege diesen Proteinen zugeordnet werden können. Aufgrund 

der Darstellung der Expressionsprofile im Zeitverlauf lassen sich dann mit Hilfe der 

zugeordneten Stoffwechselwege auch Aussagen darüber 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 für 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 

Überleben der Zelle (Rang 2 Cluster 4) und Protein-Faltung (Rang 3 Cluster 4 und 7) 

auf den ersten Rängen. Die assoziierten Netzwerke sind bei beiden Clustern auf den 

ersten beiden Rängen posttranslationale Modifikationen und Tumorerkrankungen. 
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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: Zellaufbau und Zellorganisation, 

Zellfunktionen und Zellaufrechterhaltung, Molekültransport sowie zellvermittelte 

Immunreaktionen und Zellentwicklung. In der Liste der mollekulären und zellulären 

Funktionen finden sich unter den ersten 3 Rängen: Zelltod oder Überleben, 

Zellbewegung sowie Zellwachstum und Proliferation. Unter den Top-Toxizitäten 

sind aufgeführt: 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 

übergeordnete Regulatoren p53 (Cellular tumor antigen p53) und E2F1 

(Transcription factor E2F1) mittels IPA-Analyse ermittelt werden. Außerdem zeigten 

die einzelnen Netzwerke der IPA-Analysen eine zentrale Rolle für ERK2/ERK1 

(Mitogen-activated protein kinase 1 / Mitogen-activated protein kinase 3), MEK1 

(Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1) und DDB1 (DNA 

damage-binding protein 1). Es wurden für die, mittels IPA identifizierten 

übergeordneten Regulatoren Nrf2 und p53 sowie für ERK2/ERK1, MEK1 und 

DDB1 Western Blot-Analysen durchgeführt, da diese nicht mittels des DIGE-

Experimentes mit nachfolgender Massenspektrometrie identifiziert wurden. Die 

Western Blot-Analysen wurden mit den gleichen Proteinextrakten durchgeführt, 

welche im 2D-DIGE-Experiment verwendet wurden. Für den Zeitpunkt 48 h nach 

4-minütiger Bestrahlung reichte die Datenqualität nicht aus, sodass diese Daten nicht 

in dieser Arbeit enthalten sind. Eine Neuproduktion der Proben war nicht möglich, 

da in der Zwischenzeit das Gerät nicht mehr zur Verfügung stand und auch das Gerät 

vom Hersteller verändert wurde. Nach Durchführung 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 Veränderung 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. 

 
Abb. 22: Formel zur Berechnung der Fold Change Werte der Western Blot-Analysen 
UV (Volumen der UV behandelten Bande), BGUV (berechneter Hintergrundwert der UV behandelten 
Bande), GAPDH_UV (Volumen der mit der UV-behandelten Gruppe assoziierten Bande des GAPDH 
Standards), BGGAPDH_UV (berechneter Hintergrundwert der Bande des GAPDH Standards), Co 
(Volumen der Bande der Kontrolle), BGCo (berechneter Hintergrundwert der Bande der Kontrolle), 
GAPDH_Co (Volumen der mit der Kontrolle assoziierten Bande des GAPDH Standards), 
BGGAPDH_Co (berechneter Hintergrundwert der Bande des GAPDH Standards) 
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6.11.1. Western Blot-Analyse für Nrf2 

Die Induktion des Nrf2-Pathways in Reaktion auf (photo-) oxidativen Stress ist 

bereits mehrfach beschrieben [58-62]. Es ließen 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 

können, wurden Western Blot-Analysen mit Antikörpern gegen Nrf2 (Nuclear factor 

erythroid 2-related factor 2) durchgeführt. 

 

 
Abb. 23: Nrf2 Western Blot Banden 4 min Bestrahlung und 0 - 72 h Inkubation 
Nrf2 Western Blot Banden für 4 min Bestrahlung und 0 – 72 h Inkubation. Erkennbar sind reduzierte 
Nrf2-Level nach mUV/VIS-Bestrahlung im Vergleich zur Kontrolle. 
 

 
Abb. 24: Nrf2 Western Blot Banden 2 und 6 min Bestrahlung und 24 - 72 h Inkubation 
Nrf2 Western Blot Banden für 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 Intensität erkennbar (Abb. 23, S. 68 und Abb. 24, S. 68). Quantitative 

Bildanalysen mit Normalisierung gegen GAPDH bestätigen 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-minütiger Bestrahlung ist Nrf2 mit 

zunehmender Inkubationszeit und im Vergleich zur Kontrolle zunehmend reduziert 

nachweisbar. Für die 4-minütige Bestrahlungszeit wurden zusätzlich Analysen für 

die Inkubationszeiten 0, 30 und 60 min durchgeführt (siehe Abb. 26, S. 70). Hierbei 

zeigt sich der Trend, dass Nrf2 im Zeitverlauf nach der Bestrahlung im Vergleich zur 

Kontrolle zunehmend vermindert nachweisbar ist. 

 

 

 

 
Abb. 25: Nrf2 Fold Change Werte für 2, 4, 6 min Bestrahlung und 24 – 72 h Inkubation 
Fold Change Werte der Image Quant Analyse der Western Blots für 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 für 4 min Bestrahlung und 0 – 72 h Inkubation 
Fold Change Werte der Image Quant Analyse der Western Blots für 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 für 4 min 
Bestrahlung unmittelbar nach der Bestrahlung und ein kleinerer negativer Wert für 4 min Bestrahlung 
und 1 h Inkubation.   
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6.11.2. Western Blot-Analyse für DDB1 

Nach Durchführung der Western Blot Experimente für DDB1 (Abb. 27, S. 71 und 

Abb. 28, S. 71) konnten nach Auswertung mit der Image Quant Software Fold 

Change Werte (x-fache Veränderungen im Vergleich zur Kontrolle) errechnet 

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

 
Abb. 27: DDB1 Western Blot Banden 4 min Bestrahlung und 0 - 72 h Inkubation 
DDB1 Western Blot Banden für 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 erhöht nachweisbar. Im Langzeitbereich (24 – 72 h Kultivierung nach der 
Bestrahlung) ist es bei 24- und 72-stündiger Inkubation im Vergleich zur Kontrolle vermindert 
nachweisbar. 
 

 
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. DDB1 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 für 2, 4 u. 6 min Bestrahlung u. 24-72 h Inkubation 
Fold Change Werte der Image Quant Analyse der Western Blots für 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 erhöht und nach 72 h erneut im Vergleich zur Kontrolle 
weniger nachweisbar. Dieser Trend zeigt sich bei jeder Bestrahlungszeit. 
 

 
Abb. 30: DDB1 Fold Change Werte für 4 min Bestrahlung und 0 – 72 h Inkubation 
Fold Change Werte der Image Quant Analyse der Western Blots für 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 erhöht nachweisbar. Nach 24- und 
72-stündiger Inkubation ist es im Vergleich zur Kontrolle vermindert nachweisbar. 
 

 



6. Ergebnisse 

73 

Aus Abb. 29 auf S. 72 geht hervor, dass DDB1 jeweils 24 h nach Bestrahlung 

vermindert, bei 48 h erhöht und schließlich bei 72 h wieder vermindert im Vergleich 

zur Kontrolle nachweisbar ist. Dabei zeigt sich eine Zunahme der negativen Werte 

mit Zunahme der Bestrahlungszeit. Für die 4-minütige Bestrahlungszeit wurden 

zusätzlich Analysen für die Inkubationszeiten 0, 30 und 60 min durchgeführt (siehe 

Abb. 30, S. 72). Bei diesen Inkubationszeiten zeigt sich DDB1 initial vermindert und 

bei 30 und 60 min Inkubation vermehrt im Vergleich zur Kontrolle nachweisbar mit 

einem Maximum bei 30-minütiger Inkubation. 

 

 

  



6. Ergebnisse 

74 

6.11.3. Western Blot-Analyse für E2F1 

Nach Durchführung der Western Blot Experimente für den Transkriptionsfaktor 

E2F1 (Abb. 31, S. 74 und Abb. 32, S. 74) und Auswertung mittels Image Quant 

Software konnten Fold Change Werte (x-fache Veränderung im Vergleich zur 

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

 

 
Abb. 31: E2F1 Western Blot Banden 4 min Bestrahlung und 0 - 72 h Inkubation 
E2F1 Western Blot Banden für 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. 
 

 
Abb. 32: E2F1 Western Blot Banden 2 und 6 min Bestrahlung und 24 - 72 h Inkubation 
E2F1 Western Blot Banden für 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-minütiger Bestrahlung ist es wieder vermindert 
nachweisbar, dagegen ist es nach 6-minütiger Bestrahlung und nach 72 h Inkubation deutlich vermehrt 
nachweisbar. 
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Abb. 33: E2F1 Fold Change Werte für 2, 4 u. 6 min Bestrahlung u. 24 - 72 h Inkubation 
Fold Change Werte der Image Quant Analyse der Western Blots für 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 längerer 
Inkubationszeit erhöht nachweisbar ist. Bei 2-minütiger Bestrahlung ist Nrf2 nach 72-stündiger 
Inkubation wieder vermindert nachweisbar. Außerdem 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 längerer Inkubationszeit erhöht nachweisbar ist. 

Bei der geringsten Dosis (2 min Bestrahlung) ist Nrf2 bei 72-stündiger Inkubation 

wieder vermindert nachweisbar. Mit Zunahme der Bestrahlungszeit zeigt sich auch 

eine Zunahme der vermehrten Nachweisbarkeit. 

 

Für die 4-minütige Bestrahlungszeit wurden zusätzlich Analysen für die 

Inkubationszeiten 0, 30 und 60 min durchgeführt (siehe 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 für 4 min Bestrahlung und 0 - 72 h Inkubation 
E2F1 Fold Change Werte der Image Quant Analyse der Western Blots für 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 für 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 

Veränderung im Vergleich zur Kontrolle) errechnet werden (Abb. 37, S. 78 und Abb. 

38, S. 79). 

 

 
Abb. 35: ERK2(ERK1) Western Blot Banden 4 min Bestrahlung u. 0 - 72 h Inkubation 
ERK2 (ERK1) 42/44 kDa Western Blot Banden für 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. 
 

 
Abb. 36: ERK2(ERK1) Western Blot 2 u. 6 min Bestrahlung u. 24 - 72 h Inkubation 
ERK2 (ERK1) 42/44 kDa Western Blot Banden für 2 und 6 min Bestrahlung und 24 – 72 h 
Inkubation. ERK2(ERK1) ist jeweils 24 und 48 h nach 2- und 6-minütiger 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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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 für 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-minütiger Bestrahlung sind ERK2(ERK1) für die 24- und 48-stündige Inkubation erhöht 
nachweisbar, während sie 72 h nach Bestrahlung vermindert nachweisbar sind. Bei 4-minütiger 
Bestrahlung zeigt sich 24 und 72 h nach Bestrahlung eine verminderte Nachweisbarkeit. Zu jeder 
Bestrahlungszeit sind ERK2(ERK1) nach 72-stündiger Inkubation vermindert nachweisbar. 
 

In Abb. 37 auf S. 78 ist ersichtlich, dass ERK2(ERK1) bei 2 und 6 min Bestrahlung 

für die 24 und 48 h Inkubation erhöht nachweisbar sind, während sie 72 h nach 

Bestrahlung vermindert nachweisbar sind. Bei 4-minütiger Bestrahlung zeigt sich 24 

und 72 h nach Bestrahlung eine verminderte Nachweisbarkeit. Die 2- und die 6-

minütige Bestrahlung lassen ein ähnliches Muster erkennen, denn sie zeigen für 24 

und 48 h eine erhöhte und bei 72 h eine verminderte Nachweisbarkeit. Zu jeder 

Bestrahlungszeit sind ERK2(ERK1) nach 72-stündiger Inkubation vermindert 

nachweisbar. 

 

Für die 4-minütige Bestrahlungszeit wurden auch Analysen für die Inkubationszeiten 

0, 30 und 60 min durchgeführt (siehe Abb. 38, S. 79). Für diese zusätzlichen 

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 für 4 min Bestrahlung u. 0-72 h Inkubation 
Fold Change Werte der Image Quant Analyse der Western Blots für 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 für MEK1 (MP2K1) 

Nach Durchführung 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). 

 
Abb. 39: MEK1 Western Blot Banden 4 min Bestrahlung und 0 – 72 h Inkubation 
Western Blot Banden für 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. Bei 72 h nach Bestrahlung ist MEK1 leicht erhöht nachweisbar. 
 

 
Abb. 40: MEK1 Western Blot Banden 2 u. 6 min Bestrahlung und 24 - 72 h Inkubation 
Western Blot Banden nach 2- und 6-minütiger Bestrahlung und weiterer Inkubation für 24 – 72 h. 
Nach 2 und 4 min Bestrahlung ist MEK1 nach 24 h Inkubation im Vergleich zur Kontrolle vermindert 
und nach weiterer Inkubation erhöht nachweisbar. Nach 6 min Bestrahlung ist MEK1 nach 24 - 72 h 
Inkubation im Vergleich zur Kontrolle vermindert nachweisbar. 
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Abb. 41: MEK1 Fold Change Werte für 2, 4, 6 min Bestrahlung u. 24 - 72 h Inkubation 
Fold Change Werte der Image Quant Analyse der Western Blots für 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 erhöht 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 MEK1 nach 2 und 4 min Bestrahlung und 24 h 

Inkubation vermindert und nach weiterer Inkubation erhöht nachweisbar. Nach 6 min 

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

 

Für die 4-minütige Bestrahlungszeit wurden zusätzlich Analysen für die 

Inkubationszeiten 0, 30 und 60 min durchgeführt (Abb. 42, S. 82). Hier zeigt sich 

MEK1 im Kurzzeitbereich und noch nach 24 h Inkubation vermindert aber nach 72 h 

Inkubation erhöht nachweisbar. 
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Abb. 42: MEK1 Fold Change Werte für 4 min Bestrahlung und 0 - 72 h Inkubation 
Fold Change Werte der Image Quant Analyse der Western Blots für 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 erhöht nachweisbar. 
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6.11.6. Western Blot-Analyse für p53 (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 Veränderung im 

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

 

 
Abb. 43: p53 Western Blot Banden 4 min Bestrahlung und 0 - 72 h Inkubation 
p53 Western Blot Banden für 4 min Bestrahlung und 0-72 h Inkubation. Für p53 konnten 2 Banden 
detektiert werden (a und b), die getrennt voneinander analysiert wurden. p53 a) zeigt die 53 kDa 
Bande und p53 b) die unmittelbar darüber liegende Bande. Mit Ausnahme von 4min_1h ist p53 im 
Vergleich zur Kontrolle für beide Banden vermehrt nachweisbar. 
 

 
Abb. 44: p53 Western Blot Banden 2 und 6 min Bestrahlung und 24 - 72 h Inkubation 
p53 Western Blot Banden für 2 und 6 min Bestrahlung und 24 – 72 h Inkubation. p53 a) repräsentiert 
die untere (53 kDa) Bande und p53 b) die unmittelbar darüber 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 p53 bei 2-minütiger Bestrahlung von 48-72 h vermindert 
und für die übrigen Bestrahlungs- und Inkubationszeiten im Vergleich zur Kontrolle vermehrt 
nachweisbar. 
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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 erhöht 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 

ähnliches Verhalten zeigt auch die etwas über 53 kDa liegende Bande (p53 b)) mit 

Ausnahme der 2-minütigen Bestrahlung und 48 – 72 h Inkubation, wo es vermindert 

nachweisbar ist. Außerdem ist es in p53 b) bei 6 min Bestrahlung und 72 h 

Inkubation erhöht. Zusätzlich wurden für 4 min Bestrahlung Analysen für 0, 30 und 

60 min Inkubation erstellt (Abb. 46, S. 85). In diesen zusätzlichen Analysen ist p53 

in p53 a) und b) erhöht 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 höhere mUV/VIS-Dosen p53 

induzieren. Hierbei ist eine Dosisabhängigkeit anzunehmen, denn bei der höchsten 

Bestrahlungsdauer des Experimentes (6 min) zeigt sich auch die stärkste Induktion 

von p53 (Abb. 45, S. 85). 
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Abb. 45: p53 Fold Change Werte für 2,4,6 min Bestrahlung und 24 - 72 h Inkubation 
Fold Change Werte der Image Quant Analyse der Western Blots für 2, 4 und 6 min Bestrahlung und 
24 – 72 h Inkubation im Vergleich zur Kontrolle. p53 a) repräsentiert die untere (53 kDa) Bande und 
p53 b) die unmittelbar darüber 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 p53 b) ist p53 bei 2-minütiger Bestrahlung von 48 – 72 h vermindert und für die 
übrigen Bestrahlungs- und Inkubationszeiten vermehrt nachweisbar. Am stärksten erhöht ist die 
Nachweisbarkeit bei 6-minütiger Bestrahlung. 

 
Abb. 46: p53 Fold Change Werte für 4 min Bestrahlung und 0 - 72 h Inkubation 
Fold Change Werte der Image Quant Analyse der p53 Western Blots für 4 min Bestrahlung und 
0 - 72 h Inkubation im Vergleich zur Kontrolle. Wegen zu geringer Proteinkonzentrationen liegt kein 
Western Blot für 4min_48h vor. Die Darstellung p53 a) repräsentiert die 53 kDa Bande und p53 b) die 
unmittelbar darüber liegende Bande. Mit Ausnahme von 4min_1h ist p53 im Vergleich zur Kontrolle 
vermehrt nachweisbar. 
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7. Diskussion 

7.1. Die meisten Veränderungen im Proteom werden 

24 – 72 h nach mUV/VIS-Bestrahlung induziert 
Tab. 20 auf S. 87 fasst mögliche Effekte der mUV/VIS-Behandlung auf humane 

Epithelzellen, besonders für die Reaktion auf oxidativen Stress, zusammen und 

kombiniert sie mit detektierten und signifikant veränderten Proteinen des 2D-DIGE-

Experiments. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bereits im Zeitraum 

0 - 60 min nach der mUV/VIS-Bestrahlung Veränderungen im Proteom von 

S9-Epithelzellen induziert werden. Die meisten Veränderungen ließen sich jedoch im 

Bereich 24 bis 72 h nach der mUV/VIS-Bestrahlung nachweisen. Dieses Muster lässt 

sich anhand der Anzahl signifikant veränderter 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) bestätigt neben der guten Reproduzierbarkeit der Ergebnisse 

auch, dass sich der Behandlungseffekt im Beobachtungszeitraum 24 bis 72 h stärker 

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

 

Eine ähnliche Kinetik beschrieben z. B. Lu und Lane (1993) für p53 in Fibroblasten 

mit einer Induktion im Zeitverlauf nach der Exposition gegenüber UV-Strahlung, die 

nach 12 h ein Plateau erreicht und für mindestens 30 h erhöht 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 schließlich nach 72 h fast vollständig wieder auf dem Normalwert [32]. 

Diese Reduktion direkter DNA-Schäden über 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 bestätigt werden konnten.  
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Tab. 20: Mögliche Folgen durch mUV/VIS 
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7.2. mUV/VIS induziert oxidativen Stress 
Neben direkten DNA-Schäden 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 bestätigen, dass die 

mUV/VIS-Behandlung mit zunehmender Menge an intrazellulären reaktiven 

Sauerstoff- (ROS) und Stickstoffspezies oxidativen Stress und die sich hieraus 

ergebenen zellulären Reaktionen induziert. Mögliche Folgen des oxidativen Stresses 

sind direkte Modifikationen und Schädigungen von Proteinen durch die Entstehung 

und Akkumulation von ROS. Die mittels IPA-Analyse nachgewiesenen Reaktionen 

auf Schädigungen, die ROS in Zellorganellen und zellulären Strukturen hervorrufen, 

wie die Hitzeschockprotein-Interaktionen, DNA-Reparatur-Mechanismen oder 

Apoptose (siehe Tab. 26, S. 197; Tab. 24, S. 195 und Tab. 27, S. 202), bestätigen 

zusätzlich die Induktion oxidativen Stresses, wobei besonders die Nrf2-vermittelte 

oxidative Stressreaktion (siehe S. 89 ff.) hervorzuheben ist. 
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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 anschließender Massenspektrometrie 

identifiziert werden sondern nur zu Nrf2 in Beziehung stehende Netzwerkpartner 

(siehe 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 zelluläre 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 durchgeführten 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 für die Reaktion 

auf intrazellulären Stress. 

 

Zusammenfassend bestätigt die mittels Western-Blot nachgewiesene Reduktion des 

zytosolischen Nrf2 nach mUV/VIS-Behandlung das Auftreten von intrazellulärem 

oxidativen Stress sowie die nachfolgende zelluläre Reaktion über 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 grün reprimierte Proteine. Eine Reduktion des zytosolischen Nrf2 
wurde mittels Western Blot Analyse bestätigt.  
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Abb. 48: Schema einer mUV/VIS-Zellstimulation via Nrf2 
Die durch mUV/VIS Bestrahlung generierten ROS initiieren eine Stressantwort, die über Nrf2 
vermittelt wird. Die Bestrahlung erzeugt über 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 über 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 intrazellulären 
Stress bei. 
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7.2.2. Zelluläre Reaktionen über Peroxisomen 

Die IPA-Analyse signifikant veränderter Proteine mit 2, 4 und 6 min Bestrahlung 

und weiterer Kultivierung für 24, 48 und 72 h (vgl. Tab. 26, S. 197) zeigt in den 

„Top Tox Lists“ neben dem „Nrf2-mediated Oxidative Stress Response“ den 

„Mechanism of Gene Regulation by Peroxisome Proliferation via PPARa“ als einen 

weiteren wichtigen zellulären 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-minütiger 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 über PPAR-alpha als einen weiteren Mechanismus zur 

Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies. 

 

Peroxisomen sind Zellorganellen mit Enzymen zur Bildung und Entgiftung reaktiver 

Sauerstoffspezies sowie für 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 Entzündungsreaktionen involviert sind [73]. Es sind 3 PPAR-Subtypen 

(alpha, beta/delta, und gamma) beschrieben [73]. PPAR-alpha ist ein nukleärer 

Transkriptionsfaktor [73]. Für die Peroxisomen sind in verschiedenen Arbeiten 

wichtige Funktionen wie die Produktion und der Abbau reaktiver Sauerstoffspezies 

und die Aufrechterhaltung des oxidativen zellulären Gleichgewichtes [71, 72] 

aufgeführt. Eine gesteigerte Peroxisomenproliferation in Reaktion auf UV-

induzierten oxidativen Stress wurde beschrieben [74] und ist in dieser Arbeit 

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

In dieser Arbeit konnte eine signifikant veränderte Expression mehrerer 

Hitzeschockproteine nachgewiesen werden. Für die folgenden Hitzeschockproteine 

wurde eine Induktion in Reaktion auf eine mUV/VIS-Behandlung nachgewiesen: 

HSP90AA1, HSP90B1, HSP71, HSPA5 und HSPB1 (vgl. Tab. 23, S. 170).  

 

Als Beispiel sei das Hitzeschockprotein HSPB1 genannt, welches der zellulären 

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). 

 

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

Die Induktion der o. g. Hitzeschockproteine stützt z. B. die Ergebnisse von 

Marionnet et al. (2014), die in einem in vitro Modell menschlicher Haut 

(Keratinozyten- und Fibroblasten) nach UVA1-Bestrahlung eine Induktion von 

Hitzeschockproteinen [z. B. DNAJB1, DNAJB9 (HSP40 Familie), HSPA1A 

(= 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 zellulärem Stress 

unterstützen sie andere Proteine bei der Erhaltung der Sekundärstruktur um sie vor 

der Denaturierung zu schützen oder sie beschleunigen den proteasomalen Abbau 

nicht mehr funktionsfähiger Proteine [78, 79]. 
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Zusammenfassend bestätigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die Induktion 

von Hitzeschockproteinen nach einer mUV/VIS-Bestrahlung. Die Induktion von 

Hitzeschockproteinen ist eine physiologische und protektive zelluläre Stress-

Reaktion, welche die zellulären Proteine der respiratorischen S9-Epithelzellen vor 

mUV/VIS-induzierten oxidativen Stress und direkten UV-Schäden schützt. 
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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 

durchgeführten Experimente und Analysen nicht identifiziert. 

 

 
Abb. 49: TRXR1 Spot Album u. dazugehörige Fold Change Werte, 4 min Bestrahlung 
TRXR1 Spot Album und Fold Change Werte (x-fache Veränderung im Vergleich zur Kontrolle). Das 
Spot Album wurde mittels Delta2D Software erstellt. Grüne 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 außer zur ROS-Detoxifikation 

auch zur Reduktion der Ribonucleotidreduktase benötigt, 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 

erhöhte Expression der Thioredoxinreduktase 1 wurde auch im Rahmen 

verschiedener Tumorerkrankungen gefunden [80-85]. Nach Cadenas et al. (2010) ist 

eine erhöhte TRXR1-Expression mit dem Mammakarzinom assoziiert [82].  

Lincoln et al. (2010) zeigten eine erhöhte Expression von Thioredoxin und der 

Thioredoxinreduktase 1 in Schilddrüsenkarziomzellen im Vergleich zum normalen 

Schilddrüsengewebe [83]. Schallreuter et al. (1991) sowie Cassidy et al. (2015) 

zeigten eine induzierte Thioredoxinreduktase in Melanomzellen [81, 85]. 

Zhu et al. (2011) fanden eine höhere Expression von Thioredoxin und der 

Thioredoxinreduktase 1 in Plattenepithelkarzinomzellen der Zunge im Vergleich zur 

gesunden Schleimhaut [84]. 
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Zusammenfassend bestätigen die Ergebnisse dieser Arbeit die UV-induzierte erhöhte 

Expression der Thioredoxinreduktase zur Detoxifikation mUV/VIS-induzierter 

reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) durch das Thioredoxin-System [86]. Darüber 

hinaus kann davon ausgegangen werden, dass die Synthese von 

Desoxyribonukleotiden beeinflusst ist, da Thioredoxin zur ROS-Detoxifikation nach 

mUV/VIS-Bestrahlung benötigt wird und daher nicht mehr in ausreichenden Mengen 

für die Reduktion der Ribonukleotidreduktase zur Verfügung 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) 
MEK1 („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 (siehe Abb. 37, S. 78). 

 

Die MAP-Kinasen dienen dem Schutz der Epidermis gegenüber UV-induzierten 

Schäden und/oder Tumorgenese durch Förderung von Reaktionen wie z. B. 

Zellzyklusarrest, Apoptose und Entzündung des betroffenen Gewebes [87]. Unter 

physiologischen Bedingungen sind die MAPK in die Regulation verschiedener 

zellulärer 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 (nukleäres Exportsignal) wieder schnell ins 

Zytoplasma [89]. Dies führt zur fast ausschließlich zytoplasmatischen Lokalisation. 

Nach Stimulation verschiebt sich das Gleichgewicht zugunsten der nukleären 

Lokalisation. MEK1 und ERK2/ERK1 sind wichtige Bestandteile des MAP-Kinase 

Signaltransduktions-Pathways [89, 90]. MEK1 wird in Reaktion auf zellulären 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 nukleäre 

Transkriptionsfaktoren [89, 90]. Die nukleäre Akkumulation von MEK1 kann eine 

Hyperaktivierung von ERK1/2 bedingen und dies führt zu beschleunigter 

Proliferation, Zelltransformation, Polyploidisierung und begünstigt Tumorgenese 

[90, 92]. Nukleär lokalisiertes MEK1 und ERK2(ERK1) sind für die verwendeten 

Untersuchungsmethoden nicht zugänglich. Daher bestätigt die in dieser Arbeit 

nachgewiesene verminderte zytosolische Nachweisbarkeit von MEK1 und 

ERK2(ERK1) deren Translokation in den Nukleus. 

  



7. Diskussion 

98 

Hildesheim und Fornace (2004) betonen die Rolle des MAPK-Signalweges beim 

Schutz der Epidermis gegenüber UV-induzierter Schäden aufgrund seiner Bedeutung 

in der Beeinflussung der Expression und Aktivität zentraler Tumorsuppressoren und 

Onkogenen, welche häufig in Hauttumoren mutiert sind oder deren Expression 

verändert ist, wie z. B. p53 [87]. Sie identifizierten den Tumorsuppressor p53 als 

einen wesentlicher Faktor zum Schutz der Keratinozyten gegenüber UV-induzierter 

Schädigungen. Für die ERK1/2 wurde gezeigt, dass sie p53 als Ziel haben, es 

phosphorylieren und dadurch dessen Stabilität und Aktivität steigern [87, 91]. 

Erhöhte zytosolische p53-Level wurden in dieser Arbeit bestätigt. 

 

Simon et al. (1999) zeigten eine verminderte Invasivität plattenepithelialer Kopf- und 

Halstumoren aufgrund der reduzierten ERK1/ERK2-Aktiviät 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-Aktiviät gegenüber der UV-induzierten Entstehung von 

Hauttumoren [94]. Dies unterstreicht weiter die tumorprotektive Wirkung der 

Hemmung von ERK1/2. Dieser Mechanismus kann als eine mögliche 

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 Erhöhung 

der Aktivität der Matrixmetalloproteinase MMP2 [95]. Aufgrund ihrer Fähigkeit, die 

Basallamina und extrazelluläre Matrix abzubauen, besitzen Matrixmetalloproteinasen 

eine Schlüsselrolle bei der Invasivität von Tumoren [95]. Eine Überexpression und 

die anomale Aktivität von MMPs, speziell von MMP2 und MMP9, während der 

Entwicklung und des Wachstums von HNSCC sind berichtet worden [95]. Auf eine 

Hemmung der Funktion von ERK2 durch mUV/VIS und damit eine Begünstigung 

der Tumorgenese lässt sich anhand der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht 

schließen. 
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Ein weiterer interessanter Aspekt ist die Assoziation der ERK-Aktivität 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 verändert [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 lässt sich anhand der 

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht schließen zudem bestätigen 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 bestätigt die verminderte zytoplasmatische Nachweisbarkeit von 

MEK1 und ERK1/2 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 gegenüber UV-induzierter Schäden 

oder Tumorgenese involviert. Dabei ist der Tumorsuppressor p53 ein wichtiger 

Faktor zum Schutz gegenüber UV-induzierter Schädigungen. Für die MAPK wurde 

beschrieben, dass sie p53 phosphorylieren und dadurch dessen Stabilität und 

Aktivität steigern [91]. Einerseits spricht nach Garavello et al. (2010) die Hemmung 

von ERK1/ERK2 für eine Induktion Tumor- und Invasivität-begünstigender 

Mechanismen [95]. Andererseits beschreiben Yang et al. (2014) eine protektive 

Wirkung der Hemmung von ERK1/2 gegenüber der UV-induzierten Entstehung von 

Hauttumoren [94]. Zur abschließenden 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 für 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 für 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 (siehe Seite 121 „Diseases and 

Disorders“). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen auch Anpassungsreaktionen, die 

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

 

Aktine sind ubiquitäre Strukturproteine eukaryotischer Zellen [104], die dichte 

Aktinfilament-Netzwerke in der Nähe der Zellmembran bilden [105]. Besonders 

dichte und dynamische Aktinnetzwerke finden sich im Bereich der Ausstülpungen 

(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 zählen unter anderem: Tyrosinkinase-Signalwege, Apoptose und 

Autophagozytose [106]. Endophilin B1 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-Intermediärfilament-Proteine, 

die auch als Lamine bezeichnet werden. Die Gruppe beinhaltet A- und C-Lamine 

sowie Lamin B1 und Lamin B2 [107]. Polymerisierte Lamine bilden ein 

korbgeflechtartiges Gitter von Fibrillen, welche die gesamte innere Oberfläche der 

Kernhülle bedecken und verbinden Kernporen miteinander [108]. Die Kernlamina 

bildet ein Gerüst für den Nukleus, sie kontrolliert die Position der 

Kernporenkomplexe und interagiert mit Heterochromatin [107]. Während der Mitose 

werden die Kernhülle und Kernlamina abgebaut um die Trennung der Chromosomen 

zu ermöglichen. In der Folge müssen die jeweiligen Strukturen während der Ana- 

und Telophase neugebildet werden [108]. Die Kernlamina ist an vielen 

Kernaktivitäten beteiligt, einschließlich der DNA-Replikation und Transkription, 

Zellzyklus-Regulation, Zellentwicklung und Differenzierung, nukleäre Migration 

sowie Apoptose [107]. Erhöhte LMNB1-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 Überprüfung des Effektes einer 

unterschiedlichen Bestrahlungszeit für entweder 2 min, 4 min oder 6 min mit 

mUV/VIS bestrahlt. Hierbei ist eine deutliche dosisabhängige Induktion bezüglich 

der mit der Virusfreisetzung assoziierten Proteine zu erkennen. Das Therapieschema 

für die saisonale allergische Rhinitis sieht 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 Nasenöffnung. Nach dem Therapieschema für die 

perenniale allergische Rhinits ergibt sich eine höhere kumulative Gesamtdosis, dafür 

ist der Intervall zwischen den einzelnen Bestrahlungen länger. Dem gegenüber steht 

eine höhere kumulative Dosis in den ersten 2 Wochen mit 6 Einzelbestrahlungen und 

kürzeren Zeitintervallen zwischen den Bestrahlungen aber einer geringeren 

kumulativen Gesamtdosis. Aufgrund des unterschiedlichen Therapieschemas für die 

saisonale und die perenniale allergische Rhinitis könnten sich Unterschiede 

bezüglich des Risikos der Reaktivierung einer Herpes-simplex-Infektion ergeben. 

Weitere Untersuchungen hierzu sollten sich anschließen. 

 

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 (LMNB1). 

Über diesen Mechanismus ist die Reaktivierung einer Herpes-simplex-Infektion nach 

einer Phototherapie [102] zu erklären. Die Ergebnisse stützen also die These, dass 

die mUV/VIS-Bestrahlung Reaktivierungen von Virusinfektionen fördern sowie die 

Anfälligkeit gegenüber Virusinfektionen erhöhen kann. 
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7.5. mUV/VIS induziert DNA-Schäden 
Im Rahmen der 2D-DIGE-Experimente mit anschließender Massenspektrometrie 

wurden RUVB2 (S. 109), RD23A (S. 111) sowie RFA2 (S. 113) detektiert und 

jeweils spezifische Veränderungen 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), DDB1 

(S. 71) und p53 (S. 83) identifiziert und spezifische Veränderungen gezeigt werden. 

 

Die direkte und indirekte Induktion von DNA-Schäden ist ein Hauptmechanismus 

der mUV/VIS-vermittelten immunmodulatorischen Wirkungen [22, 23]. Die Proteine 

DDB1 [110], RD23A [111] und RFA2 [112] sind mit dem NER (Nucleotide 

Excision Repair) [35, 113, 114], einem wichtigen Mechanismus zur Entfernung UV-

induzierter DNA-Schäden, assoziiert. Der Komplex aus E2F1 und RD23A bindet an 

Stellen geschädigter DNA und leitet die NER-Reparatur geschädigter DNA ein 

[115].  DDB1 (DNA damage-binding protein 1) erkennt und leitet die Reparatur UV-

induzierter DNA-Schäden ein [110]. Aufgrund der Translokation in den Zellkern ist 

es im Rahmen der durchgeführten Experimente vermindert nachweisbar [110, 116]. 

In den Experimenten ist p53 nach mUV/VIS-Bestrahlung dosisabhängig induziert. 

Erhöhte p53-Level können Wachstumshemmung oder Apoptose induzieren [117-

120]. RUVB2 bindet im Komplex mit RUVB1 geschädigte DNA und besitzt als 

Repressor von p53 zudem eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der Zellproliferation, 

Zellalterung und Tumorsuppression [121, 122]. 

 

Zusammenfassend können als Marker für DNA-Schäden Proteine angesehen werden, 

die der Reparatur der DNA-Schäden dienen oder die bei zu starker Schädigung 

Apoptose induzieren können, hierzu zählen die folgenden identifizierten Proteine, die 

nach mUV/VIS-Bestrahlung signifikant induziert oder reprimiert sind: DDB1, 

RD23A, RFA2, E2F1, RUVB2 und p53. Die einzelnen Proteine werden im 

Folgenden thematisiert. 
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7.5.1. E2F1 – mUV/VIS-induzierte Veränderungen 

Die vorliegenden Experimente zeigen in Reaktion auf mUV/VIS-Bestrahlungen eine 

dosisabhängige 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-Schäden 

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 E2F1 

zusätzlich stabilisiert und somit weniger proteasomal degradiert wird [115]. Der 

Komplex aus E2F1 und RD23A kann an Stellen geschädigter DNA binden und die 

NER-Reparatur geschädigter DNA nach einer Exposition gegenüber 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-abhängig Apoptose vermitteln [124, 125]. In Reaktion auf DNA-

Schädigungen 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 fördern kann. Am Beispiel der Epidermis 

ist E2F1 notwendig für die normale Wundheilung [126] aber seine Überexpression 

kann zur spontanen Tumorbildung führen, welche noch verstärkt werden kann durch 

den Verlust von p53 [115, 127]. E2F1 schützt 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) führt ein Defekt der Phosphorylierungsstelle des E2F1 zur 

verminderten Assoziation des E2F1 mit geschädigter DNA und daraus folgender 

verminderter Reparatur geschädigter DNA, was zu einer erhöhten Sensibilität 

gegenüber UV-induzierter Karzinogenese der Haut führt [128]. Damit stellen sie eine 

direkte Verbindung zwischen der Fähigkeit des E2F1 zur Reparatur defekter DNA 

und der Tumorsuppression her [128]. 

 

Es ist festzuhalten, dass die vorliegenden Experimente eine dosisabhängige 

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-Schäden [124]. Seine Überexpression kann 

aber auch zur spontanen Tumorbildung führen, welche noch verstärkt 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 dosisabhängige Induktion des p53 in Reaktion auf 

mUV/VIS-Bestrahlungen nachgewiesen werden, wobei sich die meisten 

Veränderungen 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 bestätigen die von 

Latonen et al. (2001) beschriebene UV-Dosis-abhängige 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 ähnliche 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 für mindestens 30 h 

erhöht bleibt [63].  

 

Das p53-Protein ist aufgrund seiner sehr geringen Halbwertzeit [130] nur in winzigen 

Mengen in normalen Zellen nachweisbar [131]. p53 wird ständig durch den 

Ubiquitin-Proteasom-Pathway degradiert [132]. Die Degradation von p53 wird von 

der E3 Ubiquitin-Protein Ligase Mdm2 vermittelt [133]. Weiterhin inhibiert Mdm2 

die durch p53 vermittelten antiproliferativen Funktionen, wie Zellzykluskontrolle 

und Apoptose, durch Bindung an die Transkriptions-Aktivierungs-Domäne 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 Fähigkeit 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 Mdm2 

aufgehoben [119, 135]. p53 kann durch UV-induzierten oxidativen Stress und DNA-

Schäden induziert werden [129]. 
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Eine erhöhte 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 bestätigen die Ergebnisse dieser Arbeit eine dosisabhängige 

Induktion des p53 in Reaktion auf mUV/VIS-Bestrahlungen. Die meisten 

Veränderungen 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-Schäden induziert werden [129]. Daher 

sprechen die Ergebnisse dieser Arbeit bezüglich der Induktion von p53 für eine UV-

induzierte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und die Bildung von DNA-Schäden. 

Eine erhöhte Expression des p53 ist mit verschiedenen Tumorerkrankungen 

assoziiert [136-138]. Dennoch wird das karzinogene Risiko bisher als gering 

eingeschätzt [32, 33, 139]. Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit sollten jedoch 

weitere detailliertere und vor allem Langzeit-Analysen und Studien folgen. 
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7.5.3. DDB1 erkennt und induziert die Reparatur UV-

induzierter DNA-Schäden 

DDB1 (DNA damage-binding protein 1) ist jeweils 24 h nach Bestrahlung 

vermindert, bei 48 h erhöht und schließlich bei 72 h wieder vermindert im Zotosol 

nachweisbar (vgl. Abb. 29, S. 72). Dabei ist eine Zunahme der negativen Fold 

Change Werte (x-fache Veränderung 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). 

 

DDB1 ist primär im Zytoplasma lokalisiert und transloziert in Reaktion auf UV-

Bestrahlungen in den Zellkern und akkumuliert an Stellen geschädigter DNA [110, 

116]. DDB1 ist wichtig für 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 (DDB1-

CUL4ADDB2) bildet, der UV-induzierte DNA-Schäden 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]. 

DDB1 ist wichtig für die NER-Reparatur von CPD (Cyclobutan-Pyrimidin-Dimeren) 

[141]. Ein defektes DDB1 kann daher die Fähigkeit UV-induzierte Cyclobutan-

Pyrimidin-Dimere (CPD) effizient zu reparieren beeinträchtigen und erhöht damit die 

Anfälligkeit für Tumorgenese [141]. 

 

Zusammenfassend bestätigt die nachgewiesene dosisabhängige verminderte 

zytoplasmatische Nachweisbarkeit von DDB1 in Reaktion auf mUV/VIS die 

vermehrte nukleäre Translokation und Bindung geschädigter DNA. Die vorliegenden 

Experimente zeigen also eine deutliche dosisabhängige Induktion der durch DDB1 

vermittelten Reparaturmechanismen (NER) in Reaktion auf mUV/VIS-induzierte 

DNA-Schäden. 
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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 für 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 geschädigter DNA [142] 

im Vergleich zur Kontrolle im verwendeten Analysesystem vermindert nachweisbar. 

 

 
Abb. 50: RUVB2 Spot Album und zugehörige Fold Change Werte 
Spot Album für RUVB2 und die dazugehörigen Fold Change Werte für 4 min mUV/VIS nach 0 - 72 h 
Inkubation im Vergleich zur Kontrolle.  Das Spot Album wurde mittels Delta2D Software erstellt. 
Grüne Spots zeigen reprimierte und rote Spots würden induzierte Proteine darstellen. 
Dementsprechend wurden die Fold Change Werte farblich kodiert. Negative Werte sind grün 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 stärker reprimiert. 
 
TIP49b (Synonym: RUVB2 oder RUVBL2) ist zu 43 % mit TIP49a (Synonym: 

RUVB1 oder RUVBL1) identisch. Sie werden ubiquitär exprimiert [143]. RUVB2 

ist hauptsächlich im Nukleus lokalisiert, kann aber auch im Zytoplasma oder in 

Assoziation mit Zellmembranen nachgewiesen werden [142, 144]. Es ist wichtig bei 

der zellulären Reaktion auf erhöhte Mengen emittierten UV-Lichtes [142, 143]. In 

Reaktion auf UV-induzierte DNA-Schäden bildet es einen Multiproteinkomplex und 

kann dann mit RUVBL1 einen Dodekamer formen, welcher geschädigte DNA 

binden kann [121, 122]. RUVB2 ist Teil des INO80-Komplexes. DNA-Schäden 

induzieren die Phosphorylierung des Histons H2A [142]. Über die Interaktion mit 

dem phosphorylierten Histon H2A wird der INO80-Komplex direkt zu den 

Doppelstrangbrüchen rekrutiert [142]. Ein Knockdown oder Knockout des RUVB2 

oder INO80 erhöht die Sensitivität gegenüber 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 führt zur Repression 

der Transkription des ARF [121], die wiederum zur Repression von p53 führt [121]. 

RUVB2 und ARF besitzen damit eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der 

Zellproliferation, Zellalterung und Tumorsuppression [121]. 

 

Weiterhin reguliert RUVB2 die Transkriptionsaktivität von ATF2 (Activating 

Transcription Factor 2) [143]. RUVB2 ist auch unter physiologischen Wachstums-

bedingungen mit ATF2 assoziiert. Diese Assoziation ist abhängig von der 

Phosphorylierung, die für die Transkriptionsaktivität von ATF2 notwendig ist. Eine 

gesteigerte RUVB2-Expression hemmt die durch ATF2 vermittelte Transkriptions-

aktivität. Die Assoziation von RUVB2 mit ATF2 wird verstärkt durch Exposition 

gegenüber 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 RUVB1, der Bindung geschädigter DNA [121, 122] sowie die 

vermehrte Lokalisation im Zellkern [142] zurückzuführen. Als ARF-abhängiger 

Repressor von p53 besitzt es zudem eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der 

Zellproliferation, Zellalterung und Tumorsuppression [121]. Somit bestätigen die 

Ergebnisse dieser Arbeit die Induktion zellulärer Reparaturmechanismen in Reaktion 

auf UV-induzierte DNA-Schäden [121, 122, 142, 143]. 
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7.5.5. RD23A – Reparatur UV-induzierter DNA-Schäden 

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 für 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 zugehörigen Fold Change Werte 
Im Kurzzeitversuch zeigte sich für 0, 30 und 60 min das Protein RD23A induziert, wogegen es im 
Langzeitversuch für 24, 48 und 72 h reprimiert ist. 
 

Das im Nukleus lokalisierte [145] RD23A dient der Reparatur UV-induzierter DNA-

Schäden [146]. RD23A ist in Assoziation mit XPC („Xeroderma Pigmentosum 

Group C Protein“) ein Bestandteil des Nukelotid-Exzisions-Reparatur-Mechanismus 

(NER) [146]. Weiterhin erfüllt 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 für den Transport eines Substrates zum Proteasom zur 

Verfügung zu stehen [147]. 
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Aufgrund der o. g. Eigenschaften 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-Schäden 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 gegenüber zellulärem Stress 

[148]. Die Translokation des RD23A wurde in dieser Arbeit anhand der 

nachgewiesenen zytosolischen Reduktion bestätigt. Außerdem zeigten Sudhakar et 

al. (2014), dass RD23A in verschiedenen Lungentumoren stark erhöht exprimiert ist 

[148]. Auch Fung et al. (2000) wiesen in ihrer Arbeit eine erhöhte Expression von 

RD23A in nasopharyngealen Karzinomen im Vergleich zur Kontrolle nach [149]. 

 

Zusammenfassend spricht die im Rahmen dieser Arbeit gefundene zytosolische 

Reduktion des RD23A für die Reaktion der Zelle auf die UV-induzierten DNA-

Schäden und oxidativen Stress. RD23A ist dabei an verschiedenen zellulären 

Reaktionen beteiligt, wie z. B. Einleitung des Zelltodes [148], NER [146] und der 

proteasomalen Degradation [147]. Eine erhöhte Expression von RD23A ist in 

Lungentumoren und nasopharyngealen Karzinomen nachgewiesen worden [148, 

149]. Die in dieser Arbeit gezeigte zytosolische Reduktion des RD23A spricht somit 

für die Aktivierung von zellulären Prozessen, die einer Tumorbildung 

entgegenwirken (s. o.). 
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7.5.6. RFA2 - Reparatur UV-induzierter DNA-Schäden 

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 für 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 

ausgelöst werden kann. 

 

 
Abb. 52: RFA2 Spot Album und zugehörige Fold Change Werte 
Dargestellt sind die Spots für RFA2 im Zeitverlauf von 0 bis 72 h nach 4 min mUV/VIS. Grundlage 
dieser Darstellung ist die Überlagerung (Dual View) des jeweiligen Kontrollbildes (grün) mit dem 
jeweiligen Bild der behandelten Probe (rot). Die eher gelb erscheinenden Spots zeigen eine im 
Vergleich zur Kontrollgruppe ähnliche Expression, wogegen das dunklere Grün der Spots im 
Langzeitbereich (ab 24 h) eine, im Vergleich zur Kontrolle, geringere Expression darstellen. 
 

Nach einer Schädigung der DNA kommt es in eukaryotischen Zellen zu einer starken 

intranukleären Umverteilung und Foci-Bildung verschiedener Reparatur- und 

Checkpoint-Proteine [150]. Diese intranukleären Foci entsprechen den Stellen der 

DNA-Schädigung 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-Schäden bindet es in 

Assoziation mit XPA (Xeroderma pigmentosum damage-recognition protein) und 

der Endonuklease XPG an Stellen geschädigter DNA [112, 150]. Der NER ist der 

Hauptmechanismus zur Entfernung von DNA-Schäden nach UV-Bestrahlung [151]. 
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Aufgrund seiner Lokalisierung sowie der Bindung von geschädigter 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 für eine gesteigerte Reparatur von DNA-Schäden 

über 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 erhöhte Expression des RFA2 wurde in einer Reihe maligner Tumoren 

beobachtet [152]. So zum Beispiel beim Ösophaguskarzinom [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 zellulärer Prozesse, die einer Tumorgenese entgegenwirken. 

 

Zusammenfassend ist RFA2 in dieser Arbeit nach mUV/VIS-Bestrahlung aufgrund 

der nukleären Lokalisierung [150] sowie der Bindung geschädigter DNA vermindert 

im Zytosol nachweisbar. Die verminderte Nachweisbarkeit von RFA2 spricht für 

eine gesteigerte Reparatur von DNA-Schäden über die Mechanismen des NER nach 

mUV/VIS-Bestrahlung. Dabei kommen diese Reparaturmechanismen vorrangig im 

Langzeitverlauf (24 - 72 h nach der Bestrahlung) zum Tragen. Eine erhöhte 

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 bezüglich 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 Veränderungen 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 Zellschäden, 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) bestätigen die zwei gegenläufigen 

Expressionsmuster. Während 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 für p53 (Abb. 45, S. 85 und Abb. 46, S. 85) zeigen eine 

dosisabhängige Induktion und sprechen zusätzlich für 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, über 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-Schäden 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 Veränderungen 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 dosisabhängige Apoptose-

Induktion nach einer Plasma-Bestrahlung in Fibroblasten [158]. Dieser Effekt sei 

abhängig von der ROS-Konzentration, die vom Gasgemisch und damit der O2-

Konzentration bestimmt wird sowie von der Dauer der Behandlung [158]. ROS 

schädigen 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 frühen 

Wundheilungsphasen die für die Gewebsregeneration notwendige 

Entzündungsreaktion unterstützt und in späteren Stadien bessere ästhetische 

Ergebnisse erzielt [159]. Präkanzeröse Läsionen wurden innerhalb von 12 Monaten 

nicht dokumentiert [159]. 

 

Der Apoptose-induzierende Effekt der Plasmabehandlung könnte auch zur 

Tumorbehandlung eingesetzt werden. Nach Lee et al. (2014) induziert nicht-

thermales Plasma signifikant und dosisabhängig die Apoptose in anaplastischen 

Karzinom-Zell-Linien über gesteigerte intrazelluläre ROS-Bildung und DNA-

Schädigungen [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 während 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 Veränderungen 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 Zellschäden, die nicht richtig 

oder nur unzureichend repariert wurden bedingt sein. Auch zeigte sich eine  

dosisabhängige Induktion von p53, was zusätzlich für die Einleitung von Apoptose 

in Reaktion auf mUV/VIS spricht. Eine Alternative zur mUV/VIS-

Rhinophototherapie könnte die Behandlung mit „cold atmospheric pressure plasma“ 

(CAP) sein. Für die Behandlung mit CAP wurde eine beschleunigte Wundheilung 

gezeigt ohne die Induktion präkanzeröser Läsionen. 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, während gesunde Zellen nahezu unbeeinflusst 

blieben [160, 161]. 

  



7. Diskussion 

117 

7.7. mUV/VIS-Bestrahlung begünstigt Tumorgenese 
Die „Diseases and Disorders“ der IPA-Analyse für 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 höchste Anzahl an Erkrankungen mit Tumorerkrankungen und 

Tumorentstehung assoziiert. Besonders in Anbetracht der weitaus höheren Anzahl 

signifikant veränderter Proteine, die mit Tumorerkrankungen assoziiert sind, sollte 

eine intensive Nutzen- und Risikoabwägung bei einer Behandlung mit mUV/VIS 

erfolgen. 

 

Die IPA-Analysen (vgl. Abb. 18, S. 59) zeigen für 2, 4 und 6 min Bestrahlungszeit, 

dass die meisten Tumor-assoziierten Proteine jeweils nach 48 h verändert sind. Bei 

Betrachtung des Ranges der assoziierten Tumorerkrankungen lässt sich feststellen, 

dass jeweils 24 h nach der Bestrahlung Tumorerkrankungen auf einem höheren Rang 

zu finden sind als nach 72 h. Die Ergebnisse zeigen, dass Tumor-assoziierte 

Veränderungen 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 Veränderungen 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 Ränge Tumor-assoziierter Erkrankungen lässt 

sich für 24 und 72 h nach Bestrahlung eine deutliche Erhöhung des Ranges mit 

zunehmender Bestrahlungsdauer erkennen. Je höher die applizierte Dosis der 

mUV/VIS-Bestrahlung, desto mehr Tumor-assoziierte Veränderungen manifestieren 

sich und desto größer 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 größeren Mengen [131] und mit einer längeren Halbwertzeit [130] 

in zahlreichen transformierten Zellen nachweisbar. Grundlage dafür 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 Mdm2 [135]. Eine veränderte p53-Expression durch 

Mutation ist die häufigste bekannte Veränderung bei Tumorerkrankungen [163, 164]. 

Eine p53-Überexpression ist mit unterschiedlichen Tumorerkrankungen assoziiert, 

wie z. B. Mammakarzinom [165], leukämischen 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 erhöhte CRK-Expression in Tumorerkankungen wie dem 

Lungenkarzinom, Mamma-Karzinom, Glioblastom oder haematopoetischen 

Tumorerkrankungen [171]. Eine erhöhte CRK-Expression ist auch mit einer 

schlechteren Prognose bezüglich des Lungenkarzinoms assoziiert [172]. 

 

 
Abb. 53: CRK Spot Album und zugehörige Fold Change Werte, 4 min Bestrahlung 
Fold Change Werte zu den jeweiligen Zeitpunkten nach 4 min mUV/VIS-Bestrahlung und das 
Spotalbum für 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 erhöhte Expression der Thioredoxinreduktase 1 wurde 

im Rahmen verschiedener Tumorerkrankungen gefunden [80-85]. So z. B. beim 

Mammakarzinom [82], Schilddrüsenkarzinom [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 erhöhte 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 Überexpression von E2F1 auch zur spontanen Tumorbildung führen kann, 

welche noch durch den Verlust von p53 verstärkt werden könne [115, 127]. 

 

UV-assoziierte Karzinogenese ist meistens mit der kumulativen Dosis mehrerer Jahre 

verknüpft [17]. Auf UVA entfallen im mUV/VIS 25 % und auf UVB 5 %. Für die 

Behandlung der saisonalen allergischen Rhinitis mit 6 Behandlungen beträgt die 

Gesamtbehandlungszeit 930 s [18, 173]. Hierfür beträgt die kumulative Dosis für 

UVB 4 185 J/m2 und für UVA, 20 925 J/m2 [173]. Übertragen auf das perenniale 

Schema mit 1290 s Gesamtbehandlungszeit für 8 Behandlungen in 6 Wochen 

ergeben sich 5 805 J/m2 für UVB und 29 025 J/m2 für UVA. Die mittlere UV-Dosis 

beträgt in der südlichen Hemisphäre (34° S, Sydney) zwischen 29 000 J/m2 für 

Innen-Arbeiter und 95 000 J/m2 pro Jahr für Außen-Arbeiter [173, 174]. In den 

Niederlanden beträgt die mittlere UV-Exposition (52.28° N): 13 800 J/m2 für Innen-

Arbeiter und 30 000 J/m2 pro Jahr für Außen-Arbeiter [174]. Die Gesamtdosis eines 

mUV/VIS-Behandlungsschemas liegt also etwas über der durchschnittlichen 

jährlichen natürlichen UV-Dosis in den Niederlanden. Dabei ist zu bedenken, dass 

die angegebenen Strahlendosen natürlicherweise auf die Epidermis, ein 

mehrschichtig verhornendes Plattenepithel, einwirken. Es befinden sich innerhalb der 

Basalzellschicht der Epidermis Melanozyten, die in Reaktion auf erhöhte UV-

Belastung vermehrt Pigmente bilden. Außerdem absorbiert und reflektiert das 

Stratum corneum, die äußerste 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 über vergleichbare 

Schutzfunktionen wie die Epidermis verfügt, ist davon auszugehen, dass sich die 

Wirkungen der mUV/VIS-Bestrahlung stärker im respiratorischen Epithel 

manifestieren. 
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Da es nach Fornace et al. (1982) keine Unterschiede bezüglich der UV-induzierten 

DNA-Reparaturmechanismen unter verschiedenen Zell-Typen gibt [139] und Lee et 

al. (2005) nach Auswertung einer Medline-Literaturrecherche für den Zeitraum 1966 

bis 2002 über kein erhöhtes karzinogenes Risiko in Assoziation mit einer UVB-

Phototherapie berichteten [33], wird das karzinogene Risiko bisher als gering 

eingeschätzt. Dennoch fehlen prospektive Langzeit-Studien um dies zu bestätigen 

[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 

für die perenniale allergische Rhinitis ist aufgrund der höheren kumulativen Dosis 

prinzipiell höher einzuschätzen. 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 für ein Behandlungsschema mit mehr als 8 Einzelbehandlungen streng 

gestellt werden. 

 

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit eine Assoziation 

spezifisch veränderter 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 über der durchschnittlichen jährlichen natürlichen UV-Dosis in nördlichen 

Breiten liegt, wird das karzinogene Risiko bisher als gering eingeschätzt [32, 33, 

139]. Dennoch fehlen prospektive Langzeit-Studien um dies zu bestätigen [176]. 

 

 

  



7. Diskussion 

121 

7.8. mUV/VIS: therapeutische Effekte vs. 

unerwünschte Tumorinduktion 
Mittels Ingenuity Pathway Analyse konnten die veränderten Proteine entsprechend 

den einzelnen Zeitpunkten beurteilt und ihnen Erkrankungen zugeordnet werden. Die 

Einteilung der Erkrankungen erfolgte in: Hämatologische Erkrankungen, 

immunologische Erkrankungen, inflammatorische Erkrankungen, respiratorische 

Erkrankungen und Tumorerkrankungen („Cancer“). Bei genauerer Betrachtung der 

untergeordneten assoziierten Erkrankungen lassen sich diese in die übergeordneten 

Gruppen immunologisch/inflammatorische Erkrankungen und Tumorerkrankungen 

einteilen. Der mUV/VIS-Behandlung konnte mittels IPA-Analysen sowohl eine 

Beeinflussung immunologisch/inflammatorischer Erkrankungen als auch eine 

unerwünschte 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 hauptsächlich 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 Schädigung der DNA 

[22, 23]. Die Schädigung der DNA durch UV-Bestrahlungen kann direkt durch 

Absorption von Photonen durch die DNA oder indirekt über die Bildung reaktiver 

Sauerstoffspezies, also durch oxidativen Stress erfolgen [30, 31]. Nach UV-

Schädigung der DNA können Zellen, je nach Schädigungsausmaß und der Effizienz 

der Reparaturmechanismen, die Schäden reparieren [35] oder Apoptose [36] 

erliegen. Auch könnten sie trotz nicht reparierter Schäden überleben, was eine 

potenzielle Mutationsquelle darstellt. Über die Induktion von DNA-Schäden 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 größerer Anteil an Proteinen, die mit Tumorerkrankungen assoziiert sind, 

verändert 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. 

 

 
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 für 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 Aufschlüsselung 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. Für 

diese Erkrankungen konnte bereits in mehreren Studien die Wirksamkeit einer UV-

Behandlung gezeigt werden [177-181].  
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Neben den erwünschten therapeutischen Effekten der mUV/VIS-Behandlung auf 

immunologische/inflammatorische Erkrankungen findet sich aber zu jedem 

Zeitpunkt auch eine weitaus größere Anzahl an Tumor-assoziierten Proteinen und 

Erkrankungen (siehe Abb. 54, S. 122). Bei den in den IPA-Analysen unter 

Krebserkrankungen summierten Erkrankungen sind unter anderem folgende 

Hautkrebs-assoziierte Erkrankungen/Funktionen aufgeführt: 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 über die 

Beeinflussung immunologisch/inflammatorischer Prozesse und Erkrankungen eine 

Therapieoption der allergischen Rhinitis darstellt, jedoch aufgrund des potenziell 

karzinogenen Risikos nicht ohne sorgfältige Nutzen-Risiko-Abwägung angewendet 

werden sollte. 
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7.9. Vergleich bestrahlte Fläche in-vitro und in-vivo 
Bei den Bestrahlungsversuchen wurden die Zellen mäanderförmig auf einer Fläche 

von 78 cm2 in Zellkulturschalen (Sarstedt Inc., USA) bestrahlt (siehe Abb. 4, S. 26). 

Die Bestrahlung erfolgte im Kurzzeitversuch für 4 min und im Langzeitversuch auch 

mit 4 min, jedoch zusätzlich für 2 min und 6 min. Laut Therapieempfehlungen zur 

Rhinolight Phototherapie werden eine Dauer von 2 min für die erste Behandlung und 

eine maximale Behandlungsdauer von 3 min empfohlen. Weiterhin wird empfohlen, 

nicht mehr als 4 Behandlungen pro Woche für 2 aufeinanderfolgende Wochen zu 

applizieren. Wegen der mäanderförmigen Bestrahlung im Rahmen des Experimentes 

verteilt sich die Strahlungsdosis gleichmäßig auf die gesamte Fläche von 78 cm2. 

 

Die Oberfläche der Nasenschleimhaut beträgt ca. 160 cm2 bzw. 96 m2 wenn man die 

Oberfläche der Mikrovilli mit berechnet [182, 183]. Wegen der begrenzten 

Zugänglichkeit der Nasenschleimhaut ist davon auszugehen, dass trotz vorsichtiger 

kreisender Bewegungen des Rhinolight-Handstücks während der Bestrahlung nicht 

die kompletten 160 cm2 Schleimhautoberfläche einer Bestrahlung zugänglich sind, 

sondern lediglich ca. 80 - 100 cm2 und dass es zur Bildung von Hot Spots, also 

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

 

Im Experiment wurde bei einer Fläche von 78 cm2 und 2-, 4- und 6-minütiger 

Bestrahlung jeder Quadratzentimeter für ca. 1,5 bzw. 3,1 oder 4,6 s bestrahlt. 

Voraussetzend, dass 100 % der 160 cm2  Nasenschleimhautoberfläche einer 

mUV/VIS-Bestrahlung mittels des Handstückes zugänglich sind, würde jeder 

Quadratzentimeter für 0,75 s, 1,5 s bzw. 2,25 s bestrahlt werden. Es ist aber davon 

auszugehen, dass die tatsächlich mittels Handstück zugängliche Fläche deutlich 

geringer (ca. 80 bis 100 cm2) und somit die Flächen sowie die Strahlendosen 

vergleichbar sind. Für eine genaue Bestimmung der für die Bestrahlung zugänglichen 

Oberflächen sollten sich weiterführende Untersuchungen anschließen. Ob sich die 

ermittelten Ergebnisse auch in vivo übertragen 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 natürlich in vivo mittels Tiermodell überprüft werden sollten. Es sind 

zwingend weitere detailliertere und vor allem Langzeit-Analysen und Studien 

notwendig, da Langezeitfolgen in dem vorliegenden Modell nicht berücksichtigt 

werden konnten. Auch die einer Bestrahlung zugänglichen Fläche sollte 

experimentell überprüft werden. Auf die der Bestrahlung zugänglichen Fläche haben 

z. B. auch endonasale Operationen wie die Septum- oder Muschelplastik einen 

Einfluss. Zusammenfassend sollten die Ergebnisse dieser Arbeit in vivo mittels 

Tiermodell überprüft werden. 
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7.11. Fazit / Ausblick 
Die mUV/VIS-Behandlung ist für Therapien im Zusammenhang mit 

immunologischen Prozessen einsetzbar. Aber diese Arbeit zeigt auch eine klare 

Dosisabhängigkeit bis hin zur erhöhten Expression tumorassoziierter Proteine. Die 

Bestrahlung mit mUV/VIS induziert oxidativen Stress, Apoptose, DNA-Schäden und 

sie beeinflusst die Freisetzung von Viruspartikeln aus der Wirtszelle. Daher sollte 

eine mUV/VIS-Behandlung nur nach sorgfältiger Nutzen- und Risikoanalyse 

erfolgen. Weitere und detailliertere Analysen sollten durchgeführt 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 Qualität publizierter Studien über die 

intranasale Phototherapie und die Empfehlung für eine intranasale Phototherapie 

könne derzeit als schwach eingeschätzt werden [176]. Die intranasale Phototherapie 

führt zur Schädigung der DNA [17, 32, 34] aber scheint nicht für eine Karzinogenese 

zu prädisponieren [32, 34]. Allerdings werden prospektive Langzeit-Studien benötigt 

um dies zu bestätigen [176]. Fornace et al. (1982) verglichen die Reaktion 

verschiedener menschlicher Zelltypen (bronchiale Epithelzellen und Fibroblasten 

sowie Hautfibroblasten) gegenüber verschiedener DNA-schädigender Reize wie der 

UV-Bestrahlung [139]. Die Häufigkeiten UV-induzierter DNA-Schäden, wie DNA-

Einzelstrangbrüche, waren in allen Zelltypen gleich nachweisbar [139]. Dies deutet 

darauf hin, dass es keine Unterschiede bezüglich der DNA-Reparaturmechanismen 

unter verschiedenen Zell-Typen gibt [139, 173]. Nach einer Medline 

Literaturrecherche von Lee et al. (2005) für den Zeitraum 1966 bis 2002 ist kein 

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

 

Obwohl Untersuchungen bezüglich der Sicherheit der endonasalen Phototherapie 

nahelegen, dass UV-induzierte Schäden der Nasenschleimhaut effizient repariert 

werden [32, 34, 139], bleibt eine gewisse Unsicherheit bezüglich 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 

anschließend mit kaltem Plasma bestrahlt [159]. In den Kontrolluntersuchungen über 

einen Zeitraum von 12 Monaten Plasmabehandlung wurden keine präkanzerösen 

Läsionen 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 zelluläre Reaktion und damit als möglicher Hauptmediator 

der verbesserten Wundheilung nachgewiesen [157]. Weiterhin wurde die Induktion 

von Proteinen nachgewiesen, die mit der Reparatur von UV-induzierten DNA-

Schäden assoziiert sind. Dieser Effekt wurde auf den UV-Anteil im Plasma 

zurückgeführt. Im Rahmen der Arbeit von Lendeckel et al. (2015) konnte eine 

beschleunigte Wundheilung bestätigt werden [157]. Die Wundheilung 

beschleunigenden Wirkungen der Plasmabehandlung werden als dosisabhängig 

beschrieben [157]. 

 

Festzuhalten ist, dass die mUV/VIS-Behandlung für die Therapie der allergischen 

Rhinitis einsetzbar ist. Diese Arbeit zeigt eine klare Dosisabhängigkeit bis hin zur 

erhöhten Expression tumorassoziierter Proteine. Die Bestrahlung mit mUV/VIS 

induziert oxidativen Stress, Apoptose, DNA-Schäden und sie beeinflusst die 

Freisetzung von Viruspartikeln aus der Wirtszelle. Daher sollte eine mUV/VIS-

Behandlung nur nach sorgfältiger Nutzen- und Risikoanalyse erfolgen. Weitere und 

detailliertere Analysen sollten durchgeführt 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 Veränderungen auf 

Proteomebene in humanen respiratorischen S9-Epithelzellen nach Bestrahlung 

untersucht. Hierbei wurden respiratorische Epithel-Zellen für 4 min bestrahlt und 

anschließend für 0, 30 und 60 min sowie für 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 für weitere statistische Analysen 

genutzt wurden. Die statistische Auswertung zeigte, dass bis zu 262 Proteine nach 

4 min mUV/VIS-Bestrahlung in ihrer Proteinexpression verändert waren. Dabei 

zeigte sich die größte Veränderung 24 bis 72 h nach der Behandlung. Für die 

Ermittlung einer Dosisabhängigkeit wurden ebenfalls nach 24 und 72 h Proben 

analysiert, die zudem einer 2- und 6-minütigen Bestrahlung unterzogen wurden. 

Hierbei waren 294 Proteine in ihrer Expression verändert. 

 

Aufgrund erhöhter UV-Strahlung werden dosisabhängig direkt zunehmend DNA-

Schäden induziert, die anhand einer dosisabhängigen Induktion von DNA-

Reparaturmechanismen nachgewiesen werden konnten. Für indirekte Effekte zeigte 

sich eine Erhöhung weiterer zellschädigender Noxen wie oxidativer Stress. Dies 

konnte ebenfalls dosisabhängig 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-Schäden kann die Zelle auch den Weg des programmierten Zelltodes 

gehen. Es zeigte sich eine dosisabhängige Induktion der Apoptose, was u. a. anhand 

der dosisabhängigen Induktion von p53 bestätigt wurde. 
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Persistieren DNA-Schäden ohne Induktion der Apoptose, dann begünstigt 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 für das Therapieschema der saisonalen als auch 

der perennialen allergischen Rhinitis bisher als gering eingeschätzt. 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 erhöht. 

 

Die erzielten Ergebnisse legen nahe, dass aufgrund der beschriebenen molekularen  

Veränderungen eine mUV/VIS-Behandlung nur nach sorgfältiger Nutzen- und 

Risikoanalyse erfolgen sollte. 
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12. Anlagen 

12.1. Ergänzendes Material 
1. Signifikant veränderte Proteine 2, 4 und 6 min Bestrahlung 24-72 h 

Inkubation (S. 150) 

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

3. PCA-Analyse (S. 191) 

4. IPA-Analyse für 4 min Bestrahlung und 0-72 h Inkubation (S. 195) und 

Assoziierte Proteine zu ausgewählten „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 für 4 min Bestrahlung und 0 – 72 h Inkubation (S. 206) 
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12.1.1. Signifikant veränderte Proteine 2, 4 und 6 min 

Bestrahlung 24-72 h Inkubation 
Tab. 22: signifikant veränderte Proteine für 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 Veränderung im 

Vergleich zur Kontrolle (Fold Change Wert 1,5) veränderten 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 ergänzt 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 angefügt (z.B. ID 111_1, ID 111_2). 

Proteine, die in mehreren Spots identifiziert wurden, sind mit einem * 

gekennzeichnet worden. Grün markierte Werte visualisieren eine reprimierte und rot 

markierte Werte visualisieren eine verstärkte Expression. 
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12.1.2. Signifikant veränderte Proteine 4 min Bestrahlung 

0-72 h Inkubation 
Tab. 23: Signifikant veränderte Proteine für 4 min Bestrahlung und 0, ½, 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 Veränderung im 

Vergleich zur Kontrolle (Fold Change Wert 1,5) veränderten 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 ergänzt 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 angefügt (z.B. ID 111_1, ID 111_2). 

Proteine, die in mehreren Spots identifiziert wurden, sind mit einem * 

gekennzeichnet worden. Grün markierte Werte visualisieren eine reprimierte und rot 

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

 

 
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 über den gesamten Zeitverlauf von 0 min bis 72 h. Diese 

PCA-Analyse wurde mit Hilfe von TMeV des Softwarepaketes Delta2D (Decodon GmbH, 

Greifswald, Germany) durchgeführt. Die jeweils 4 technischen Replikate unterscheiden sich kaum. 

Dies spricht für eine hohe Qualität bei der Durchführung der Experimente. Entlang der x-Achse 

stellen sich die größten 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 geringfügig. 

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 

anschließender weiterer Kultivierung von 0, 30 und 60 min. Diese PCA-Analyse wurde mit Hilfe von 

TMeV des Softwarepaketes Delta2D (Decodon GmbH, Greifswald, Germany) durchgeführt. Entlang 

der x-Achse stellen sich die größten Unterschiede dar. Hierbei ist auffällig, dass sich die UV-

behandelten Gruppen deutlich von den Kontrollen abgrenzen. Die y-Achse verdeutlicht die 

zweitgrößten Unterschiede. Bezüglich der y-Achse ist interessant, dass sich die behandelten Gruppen 

entsprechend des Zeitverlaufs über 0, 30 und 60 min deutlich voneinander unterscheiden. Der größte 

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) durchgeführt. Entlang der x-Achse stellen sich die größten 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 geringfügig. 

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 über 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 über den gesamten Zeitverlauf von 0 min bis 72 h und im 

Langzeitversuch zusätzlich 2 min und 6 min Bestrahlung mit anschließender weiteren Kultivierung 

über 24, 48 und 72 h. Diese PCA-Analyse wurde mittels TMeV des Softwarepaketes Delta2D 

(Decodon GmbH, Greifswald, Germany) durchgeführt. 

Die jeweils 4 technischen Replikate unterscheiden sich kaum, was für eine hohe Qualität bei der 

Durchführung der Experimente spricht. Entlang der x-Achse stellen sich die größten 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 Veränderungen durch die UV-Behandlung. Bei den 

Kurzzeitversuchen unterscheiden sich die behandelten Gruppen entlang der x-Achse nur geringfügig. 

Die y-Achse verdeutlicht die 2. Hauptkomponente. Bezüglich der y-Achse unterscheiden sich die 

Kontrollen der Kurzzeit deutlich von den Kontrollen der Langzeit, was auf einen 

Kultivierungseffekt/Wachstumseffekt hindeutet. Eine Dosisabhängigkeit 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-minütige 

Bestrahlung zeigt hier im Langzeitversuch die größten Veränderungen. Eine genauere Betrachtung 

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

 
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 für 4 min Bestrahlung und 0 – 72 h Inkubation. 



12. Anlagen 

196 

IPA Assoziierte Proteine 

„Cell Death“ AARS; ACTB; ACTN4; ADI1; ADRM1; ALDOA; ANXA2; 

ANXA5; BID; C1QBP; CALM1; CALR; CAST; CCT8; CRK; 

CTNNA1; CTSB; EEF1D; EEF2; ENO1; FKBP4; FSTL1; GSN; 

HDGF; HSP90AA1; HSP90AB1; HSP90B1; HSPA5; HSPA8; 

HSPH1; HYOU1; KRT8; LMNA; LMNB1; LTF; MAD1L1; 

MSH2; MVP; NDUFS1; NPM1; P4HB; PCNA; PDIA3; 

PPM1G; PPP1CA; PPP2R1A; PPP2R1B; PRKAR1A; RBBP4; 

RDX; RUVBL2; SET; SH3GLB1; SLC25A24; SPARC; 

STAMBP; TARDBP; TCP1; TRIM28; TUBA1A; TXNDC17; 

TXNDC5; TXNRD1; UBA1; UBQLN1; VCP; VIM; XRCC5; 

 

„Cellular 

Growth and 

Proliferation“ 

ACTB; ACTG1; ACTN4; ANXA2; ATP5B; BID; C1QBP; 

CALM1; CALR; CAPRIN1; CAST; CBX1; CRK; CTNNA1; 

DBN1; DDB1; DNAJA2; EEF1D; EIF4A1; ENO1; FKBP4; 

GSN; HDGF; HNRNPAB; HNRNPK; HNRNPU; HSPA5; 

KRT8; LEPRE1; LOC728622/SKP1; LTF; MAD1L1; MVP; 

NAP1L1; NASP; NPM1; PCNA; PDIA3; PPM1G; PPP2R1A; 

PRKAR1A; PSMC3; RBBP4; RBBP7; RPSA; RUVBL2; SAE1; 

SET; SF3B2; SPARC; STAMBP; TARDBP; TCP1; TRIM28; 

TXNDC5; TXNRD1; UBA1; VIM; XRCC5 

 

„Post- 

Translational 

Modification“ 

UBQLN1; UBA1; TRIM28; TCP1; SH3GLB1; SAE1; RUVBL2; 

PPP2R1A; PPM1G; PHPT1; P4HB; P4HA2; LOC728622/SKP1; 

HSPA8; HSPA5; HSP90AA1; GSN; DNAJA2; DDB1; CAST; 

CALR; ANXA2; AARS 

 

„Protein 

Folding“ 

HSPA8; CALR; TCP1; HSP90AA1; SH3GLB1; RUVBL2; 

DNAJA2; AARS; HSPA5 

 

Tab. 25: Assoziierte Proteine zu ausgewählten „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 für 2, 4 und 6 min 
Bestrahlungszeiten und 24, 48 und 72 h Inkubation 
Tabellarische Übersicht der Ergebnisse der IPA-Analyse (Ingenuity Pathway Analysis). In dieser IPA-
Anaylse wurden diejenigen Proteine berücksichtigt, welche sich bei einer Bestrahlungsdauer von 2, 4 
und 6 min über den Zeitverlauf von 24 bis 72 h nach der Bestrahlung mit einer mindestens 1,5-fachen 
Veränderung im Vergleich zur Kontrolle signifikant verändert haben. In den einzelnen Darstellungen 
finden sich die assoziierten Netzwerkfunktionen, die zellulären und molekularen Funktionen, die 
assoziierten Toxizitäten und schließlich eine Zusammenstellung der 37 ersten Ränge in der 
Oberkategorie „Diseases and Bio Functions“. 
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12.1.6. Ergebnisse der IPA-Analyse der Cluster 1 bis 10 
Tab. 27: Übersicht 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 berücksichtigt, welche sich 
bei einer Bestrahlungsdauer von 4 min über den Zeitverlauf von 0 min (sofortige Ernte der Zellen 
nach der Bestrahlung) bis 72 h nach der Bestrahlung mit einer mindestens 1,5-fachen Veränderung im 
Vergleich zur Kontrolle signifikant verändert 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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12.1.7. Cluster-Analysen für 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) durchgeführt, welcher im Delta2D Software-Paket (Decodon GmbH, 

Greifswald, Germany) enthalten ist. Das Clustering ermöglicht es, Proteine mit 

gleichem Expressionsverhalten über 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 für 0 -72 h lassen sich dann mit Hilfe der 

IPA-Analysen (Ingenuity Pathway Analysis, Ingenuity® Systems) Aussagen über die 

den Clustern zugehörigen Stoffwechselwege treffen. Das K-means-Clustering wurde 

für 10 Cluster durchgeführt. Von der Software wurden Cluster-Schwerpunkte 

entsprechend der Anzahl der Cluster zufällig verteilt. Jeder Spot wird dann dem 

Cluster zugeordnet, dessen Schwerpunkt ihm am nächsten liegt. Als Distanzfunktion 

wurde die Euklidische Distanz ausgewählt. 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 verändern. 

 

Cluster   1: 63 Spots, 26 verschiedene identifizierte Proteine in 18 Spots 

Cluster   2: 186 Spots, 89 verschiedene identifizierte Proteine in 66 Spots 

Cluster   3: 196 Spots, 75 verschiedene identifizierte Proteine in 62 Spots 

Cluster   4: 306 Spots, 179 verschieden identifizierte Proteine in 171 Spots 

Cluster   5: 131 Spots, 70 verschiedene identifizierte Proteine in 51 Spots 

Cluster   6: 131 Spots, 69 verschiedene identifizierte Proteine in 54 Spots 

Cluster   7: 238 Spots, 209 verschieden identifizierte Proteine in 154 Spots 

Cluster   8: 131 Spots, 88 verschiedene identifizierte Proteine in 64 Spots 

Cluster   9: 180 Spots, 105 verschieden identifizierte Proteine in 91 Spots 

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