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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Terahertzexpositionen

1.1.1. Anwendungsgebiete von Terahertzstrahlung

Far Sicherheitszwecke, etwa zum Auffinden verbotener Gegenstande an
Flughafen, werden Gerate benutzt, die mit elektromagnetischer Strahlung im

Terahertzbereich arbeiten.

Am 27. September 2010 begann der bundesweit erste Praxistest von
sogenannten ,Ganzkorperscannern® unter dem damaligen Bundesinnenminister
Thomas de Maiziére auf dem Hamburger Flughafen Fuhlsbattel in der Hoffnung,
die Flugsicherheit zu erhdhen (Lutz 2010).

Neben diesem von der Offentlichkeit breit wahrgenommenen Anwendungs-
gebiet findet Terahertzstrahlung zunehmende Verwendung in Bereichen der
Medizin (Pickwell / Wallace 2006) und dort insbesondere in der Onkologie. So
kann Terahertzstrahlung zum Beispiel bei der histologischen Diagnostik von
Tumorerkrankungen einen zusatzlichen Informationsgewinn zur Unterscheidung
von gesundem und Tumorgewebe liefern (Brun et al. 2010, Woodward et
al. 2002).

1.1.2. Eigenschaften von Terahertzstrahlung

Im Konsens mit vielen anderen Autoren beinhaltet elektromagnetische
Strahlung im Terahertzbereich im Allgemeinen Frequenzen zwischen 0,1 und
10 THz, was umgerechnet 10" bis 10" Schwingungen pro Sekunde entspricht.
Die zugehdrigen Wellenlangen betragen, entsprechend der Beziehung A =c /v,
30 - 3000 um; die zugehorigen Photonen besitzen eine Energie von
0,4-410meV (E=h-v).
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Im gesamten Spektrum elektromagnetischer Strahlung liegt Terahertzstrahlung
damit in einem Frequenzbereich, der von Infrarotstrahlung auf der einen und

Mikrowellenstrahlung auf der anderen Seite begrenzt wird:

Réntgen- Sichtbares Terahertz-Mikr
strahlung Spektrum  strahlung

uv- Infrarot-
strahlung strahlung

20 101 10 10! 10% 10! 10 10 102 10"

ende Strahlung

Abbildung 1.1: Ubersicht iiber das Frequenzspektrum elektromagnetischer Strahlung

1.1.3.  Wirkungen auf biologische Systeme

Die Energie von Terahertzstrahlung ist um ungefahr das Tausendfache geringer
als zur lonisation noétig ware und damit, im Gegensatz zu Roéntgen- oder
Gammastrahlung, nicht ausreichend, um Elektronen aus einem Atom oder
Molekll herauszulésen. Durch nichtionisierende Strahlung entstehen zwar
keine hochreaktiven freien Radikale, dennoch reicht die Energie dieser Strahlen
aus, um Temperaturerhdhungen zu induzieren, die ihrerseits wiederum
schadigende Einflisse auf biologische Systeme haben kénnen. Die Wirkung
hangt von der Art der auftretenden Strahlung und den Eigenschaften des
Gewebes, auf das sie trifft, ab. Einfluss seitens der Strahlung haben die
Frequenz, die Strahlungsintensitat, die Zeitdauer, wahrend der das Gewebe der
Strahlung ausgesetzt ist, und die GroRe des Strahls bzw. die Flache, die von
ihm erfasst wird. Seitens des Gewebes wird die Wirkung der Strahlung durch
physikalische Groflen wie Streuung, Absorption und Reflexion bestimmt, die
abhangig vom Material, auf das die Strahlung auftrifft, sind (Wilmink /
Grundt 2011: 1075 ff.).

1.1.3.1. Aufbau und Struktur von Keratinozyten

Keratinozyten, wie sie auch im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, bilden

mit einem Anteil von mehr als 90 % den grélten Teil der Epidermis, der
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obersten Schicht der menschlichen Haut. lhre Hauptfunktion besteht darin,
durch das Bilden einer Barriere die darunterliegenden Hautschichten zu
schitzen. Keratinozyten entstehen aus Stammzellen im Stratum basale und
differenzieren Uber das Stratum spinosum und Stratum granulosum weiter bis
sie schlieBlich, nach Abbau samtlicher Zellorganellen sowie der Synthese
verschiedener Proteine und Lipide, als tote Korneozyten im Stratum corneum
das verhornte Plattenepithel der Haut bilden (Fritsch 2009: 7 ff.).

Die im Stratum basale liegenden Ursprungszellen nehmen nur zu 40 % am
Zellzyklus teil, wahrend der ubrige Anteil als Reserve dient und bis dahin in der
GO0-Phase verbleibt. Die Mitosetatigkeit wird von zwei verschiedenen Zellarten,
den langsam proliferierenden Stammzellen und deren Tochterzellen, den
sogenannten Ubergangs- oder Amplifikationszellen, ibernommen. Letztere sind
in der Lage vor ihrer endgultigen Differenzierung 3 - 4 Zellteilungen zu
durchlaufen und Ubernehmen damit den groften Teil der Mitosetatigkeit, so
dass sich Fehler in und wahrend der Replikation lediglich in ausdifferenzierten
Zellen, nicht aber im undifferenzierten Stammzellpool verankern koénnen
(Fritsch 2009: 10).

1.1.3.2. Physikalische Grundlagen der Terahertz-Gewebe-Interaktion

Die mit der Probe interagierende Strahlung wird von verschiedenen Faktoren
beeinflusst. Zu den wesentlichsten gehoren Reflexion, Absorption und
Streuung. An der Probenoberflache werden die eintreffenden Strahlen mit dem
Winkel ihres Auftreffens in den Raum zurick reflektiert sowie abhangig von der
Brechungszahl des Probenmaterials und dem Auftreffwinkel der Strahlung in
der Probe zum Einfallslot hin gebrochen. Der nicht-reflektierte Anteil der
Strahlung wird entsprechend des Lambert-Beerschen-Gesetzes mit zunehmend
durchdrungener Schichtdicke des Probenmaterials abgeschwacht. Auf diesen
Effekt scheint Wasser einen grofleren Einfluss zu haben als andere
Makromoleklle wie DNA oder Kohlenhydrate. Eine eher untergeordnete Rolle
bei der Terahertz-Gewebe-Interaktion spielt hingegen die Streuung der
Strahlung, die besonders dann stark auftritt, wenn die Gré3e der Strukturen, auf

die die Strahlung trifft, im Bereich der eintreffenden Wellenlangen liegt. Da die
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Wellenlangen des Terahertzbereiches (anders als Wellenlangen des sichtbaren
Lichts) jedoch deutlich groRer sind als die meisten biologischen Strukturen,
kann man davon ausgehen, dass das Eindringverhalten von Terahertzstrahlung
uberwiegend durch Absorption bestimmt wird (Wilmink / Grundt 2011: 1080 f.).

1.1.3.3. Thermische und nicht-thermische Effekte

1.1.3.3.1. Thermische Effekte

Bekannt ist, dass es durch Bestrahlung, entsprechende Leistungsflussdichten
vorausgesetzt, zu einem messbaren Anstieg der Temperatur kommt. Bei
Leistungsflussdichten von 2 mW/cm?, wie sie im Rahmen dieser Versuche
verwendet wurden, liel3en sich zwar keine signifikanten Temperaturerh6hungen
nachweisen, dennoch kann wohl davon ausgegangen werden, dass eine
gewisse Temperaturerh6hung, wenn auch nicht direkt quantifizierbar, durch die
Strahlung im Gewebe induziert wird (Hintzsche 2011: 21).

Eine Temperatur von mindestens 56 °C Uber einen Zeitraum von 30 Minuten
scheint notig zu sein, um die Kernhulle an sich zu durchlochern. Die Kernmatrix
bzw. das Kernskelett ist allerdings deutlich temperaturanfalliger und durch seine
vielfaltigen Funktionen im Rahmen von DNA-Replikation, DNA-Reparatur und
weiteren intranuklearen Schritten wohl eines der thermosensibelsten
Bestandteile der Zelle (Wilmink / Grundt 2011: 1087).

Dies spricht dafir, dass es auch bei weit geringeren Temperaturen zu

messbaren Auswirkungen auf Kerne und Zellen kommen kann.

1.1.3.3.2. Nicht-thermische Effekte

Daneben werden von einigen Forschergruppen Anstrengungen unternommen
zu zeigen, dass sogenannte mikrothermische oder nicht-thermische Effekte
ebenfalls eine schadigende Rolle spielen kénnen. Die Grundlage dieser
Annahme bildet die Tatsache, dass die Frequenz von Terahertzstrahlung in
einer ahnlichen Groflenordnung liegt wie die Resonanzfrequenz biologischer
Molekule. Es wird unter anderem davon ausgegangen, dass zwischen den

DNA-Doppelstrangen unter dem Einfluss von Terahertzstrahlung kleine Licken
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entstehen konnen, die den Transkriptionsprozess negativ beeinflussen
(Wilmink / Grundt 2011: 1088).

So zeigte sich beispielsweise, dass es nach einer Bestrahlung von Mause-
stammzellen, die nur eine minimale Erwarmung verursachte, zwar zu keiner
gesteigerten Synthese von Hitzeschockproteinen kam, dennoch aber die Ex-

pression bestimmter anderer Gene beeinflusst wurde (Alexandrov et al. 2011).

1.1.4. Nachweis von Gentoxizitat

Um die Frage nach Gentoxizitat von Terahertzstrahlung zu beantworten, wurde
im Rahmen dieser Arbeit der von Schmid (1975) und Heddle (1973) be-
schriebene Mikrokerntest zum Nachweis von Chromosomenschaden verwendet
(Fenech 1996: 25). Die Verlasslichkeit und Eignung des Mikrokerntests in vitro
fur derartige Fragestellungen beweist eine institutionenlibergreifende Ring-
studie (Reifferscheid et al. 2008).

1.1.4.1. Voraussetzungen des Mikrokerntests

Aus der Art wie Mikrokerne entstehen folgt zwangslaufig, dass diese nur in
Zellen auftreten kénnen, die sich bereits geteilt haben. Eine Miteinbeziehung
von noch nicht geteilten Zellen in die Mikrokernauswertung wurde folglich zu
falsch negativen Ergebnissen fuhren. Daruber hinaus ist fir diese Methode
wichtig, dass sich alle Zellen genau ein einziges Mal geteilt haben, da der
Verbleib der entstandenen Mikrokerne wahrend und nach weiteren
Zellteilungen ungewiss ist. Diese Voraussetzungen erflullt als Methode der
sogenannte ,cytokinesis-block micronucleus cytome assay“ (kurz: CBMN)
(Fenech 1996: 26).

Betrachtet werden dabei Zellen, die durch Zugabe des Spindelgiftes
Cytochalasin-B (Cyt-B) an ihrer vollstandigen Teilung gehindert wurden und
nach exakt einer Zellteilung als doppelkernige Zellen erscheinen.
Cytochalasin-B greift dabei in die Zytokinese ein, indem es die Aktin-
polymerisation hemmt und damit die Ausbildung eines kontraktilen Rings zur
Zytoplasmateilung verhindert. Dadurch entsteht ein Kollektiv doppelkerniger

Zellen aus allen sich teilenden Vorgangern, aus dem anschlieBend die
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Auswertung bezuglich der Frage nach auftretenden Genschaden erfolgt
(Fenech 1996: 26).

1.1.4.2. Ergebnisse des CBMN-Mikrokerntests

Der CBMN liefert gleichzeitig mehrere Informationen uUber den Zustand der
behandelten Zellen und des Genoms: Schaden an den Chromosomen zeigen
sich in Form von Mikrokernen, nukledren ,Buds“ und dem Auftreten von
nukleoplasmatischen Brucken. Aus dem Verhaltnis der ein-, doppel- und
mehrkernigen Zellen ergeben sich Aussagen Uber die zytostatischen Effekte
bestimmter Expositionsbedingungen. Der Anteil der nekrotischen und
apoptotischen Zellen druckt die direkte Zelltoxizitat der Behandlung aus
(Fenech 2007: 1084).

1.1.4.3. Mikrokerne

Mikrokerne entstehen wahrend der Zell-
teilung nach Chromosomenbruch oder aus
ganzen Chromosomen, die wahrend der
Anaphase der Mitose nicht mit den von
Mikrotubuli gebildeten Spindelfasern zu den
Spindelpolen wandern kénnen. In der darauf
folgenden Telophase bildet sich wieder eine

Kernhille um die beiden entstandenen

Abbildung 1.2: Eine doppelkernige Chromatidensatze. Im Fall von anfallenden
Zelle mit Mikrokern (siehe Pfeil). Fragmenten oder vom Verband abge-
trennten Chromosomen entsteht auch um
diese eine eigene Hulle. Nachdem schlief3-
lich die Chromosomen wieder dekondensiert
sind, erscheinen diese separierten Teile mit
gleicher Morphologie wie die Zellkerne,
jedoch abweichender Grofle. Mikrokerne
sind also ein Marker fur Chromosomen-

briiche oder -verluste (Fenech 1996: 25 f.).

Abbildung 1.3: Eine doppelkernige
Zelle mit NBUD (siehe Pfeil).
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1.1.4.4. Nukledre ,,Buds“ (NBUDs)

Morphologisch entsprechen nukleare ,Buds® den Mikrokernen, sind aber Uber
mehr oder weniger breite Auslaufer mit dem Kern verbunden und lassen sich
neben den Mikrokernen und den nukleoplasmatischen Bricken als
eigenstandige Gruppe von Kernauffalligkeiten erfassen. Anhand von
Untersuchungen an einer Onkogene tragenden Darmkrebszelllinie wurde
gezeigt, dass replizierte DNA im peripheren Bereich der Zellkerne lokalisiert
wird, um im zweiten Schritt aus dem Zellkern, durch Ausbildung von Knospen
wahrend der S-Phase des Zellzyklus, entfernt zu werden (Shimizu et al. 1998).
Nukleare ,Buds sind also ein Hinweis auf die Eliminierung von vervielfaltigter
DNA (zum Beispiel induziert durch auliere Einflisse) oder von DNA-

Reparaturkomplexen (Fenech 2007: 1085).

1.1.4.5. Nukleoplasmatische Briicken (NPB)

Als dritter Indikator fir chromosomale
Schaden wird das Auftreten von nukleo-
plasmatischen Briucken dokumentiert, die
sich als schmale, der Binnenstruktur des
Kerns ahnelnde Verbindungen zwischen
zwei Zellkernen darstellen. Sie entstehen

wahrend der Zellteilung zum Zeitpunkt der

Anaphase, indem die Zentromere von
le?gldr:ﬂgeilﬁ; nlii:lioglzgr::t(;n;gﬁ dizentrischen Chromosomen zu zwei
Briicke (siehe Pfeil). gegenseitigen Polen gezogen werden. Im
Normalfall werden die Brucken durch die sich ausbildenden Zellmembranen
geteilt und damit zerstort, woran die Zellen allerdings beim CBMN durch das
hinzugegebene Cytochalasin-B gehindert werden und sich dadurch Kern-
membranen um sie bilden. Nukleoplasmatische Brucken sind vor allem Folge
einer Defektreparatur von Strangbrichen der DNA. Hierbei kann ein
dizentrisches und ein azentrisches Chromosom entstehen, wobei entweder aus
dem dizentrischen Chromosom eine Kernbricke und aus dem azentrischen ein

Mikrokern hervorgeht oder ein Ringchromosom entsteht, aus dem sich
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ebenfalls eine Kernbricke entwickeln kann. Ein anderer Entstehungs-
mechanismus ist die Fusion der Enden der Telomere, was zum Beispiel durch
Verkurzung der Telomere oder den Verlust der Cap-Proteine beglinstigt werden
kann. In diesem Fall kann das azentrische, zum Mikrokern fuhrende
Chromosomenstick fehlen. Zusammengefasst enthalt die Anzahl der
ermittelten Kernbricken entscheidende Informationen Uber das Ausmald der
Genomschaden durch ihre Entstehung bei fehlerhaft reparierten DNA-Briichen
oder Telomer-Fusion. Denkbar ist auch, dass einige ehemalige Kernbrucken in
der spaten Anaphase auseinanderbrechen und aus den Bruchstlicken
letztendlich Mikrokerne hervorgehen (Fenech 2007: 1084 f.).

1.2. Temperaturexpositionen

1.2.1. Einfluss von Temperaturerh6hung

Das Ausmal} thermischer Auswirkungen auf biologische Strukturen hangt von
verschiedenen Faktoren ab: Eine wichtige Rolle spielt die HOhe der Temperatur
und die Dauer der Einwirkung. Daneben hangen die Effekte mit der
Beschaffenheit des erwarmten Materials bzw. Gewebes zusammen. Hierbei
spielen neben der Art des Materials auch dessen Aufbau sowie metabolische
Eigenschaften wie der pH-Wert, die intrazellulare Sauerstoffkonzentration und
der Glucoselevel eine Rolle. Durch Temperaturerhdhung sind Strukturdefekte
der Proteine, eine Aktivierung der intrazellularen Stressreaktion,
Funktionsveranderungen bis hin zum Funktionsverlust zelleigener Organellen
oder gar Zelltod durch Apoptose oder Nekrose moglich (Wilmink /
Grundt 2011: 1083).

Die durch Warme auf die biologischen Strukturen Ubertragene Energie
Ubersteigt ab einem gewissen Grad die intramolekularen Bindungskrafte, was
zu einer Konformationsanderung bis hin zur Denaturierung flhrt. Sehr hohe
Temperaturen jenseits von 80 °C fuhren in Sekunden zum nekrotischen Zelltod.
Bei Temperaturen zwischen 50-70 °C fuhrt eine langere Einwirkung Uber einige
Minuten zu irreversiblen Strukturdefekten an Proteinen und zu einer Alles-oder-

nichts-Situation bezogen auf das Uberleben einzelner Zellen und schlieBlich
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eines ganzen Organismus. Demgegenuber induzieren moderat erhohte
Temperaturen bis etwa 48 °C einen reversiblen Schaden, der nicht zuletzt dank
der Hitzeschockproteine im gunstigsten Fall repariert werden kann, weshalb
sich dieser Bereich besonders gut zur Untersuchung bleibender und potentiell
vererbbarer Zellschaden eignet (Wilmink / Grundt 2011: 1085 ff.).

Bezogen auf Genomschaden gibt es im Bereich moderat erhohter Temperatur
nur wenige Untersuchungen, die die Moglichkeiten des Mikrokerntests nutzen.
Fir einen systematischen Uberblick auftretender Veranderungen durch langer
andauernde Temperaturerhohung wurden humane Keratinozyten nach
24-stundiger Behandlung im Bereich von 37 °C bis 42 °C mittels Mikrokerntest

untersucht.

1.2.2. Quantifizierung temperaturabhangiger Hitzeschockproteine

Die Untersuchung der im Rahmen einer Hitzeschockreaktion stattfindenden
gesteigerten Proteinexpression erfolgte mittels Western Blot. Hierbei lieRen sich
die 70 kDa Hitzeschockproteine anhand ihres Molekulargewichtes identifizieren
und anschlielend temperaturabhangig quantifizieren. Nachfolgend soll
beginnend mit der Funktion der Chaperone im Allgemeinen Uuber die
70 kDa Hitzeschockproteine im Speziellen auf die wichtigsten Grundlagen der
Hitzeschockreaktion eingegangen werden. Die dazugehdrige Methodik wird an

entsprechender Stelle beschrieben.

1.2.2.1. Aufgabe und Funktion der Chaperone

Proteine, das heil3t Enzyme, Rezeptoren, Kanale und viele andere Bestandteile
der Zelle, bestehen aus Aminosauren und haben oft eine komplexe raumliche
Struktur, die essentiell mit deren Funktionsweise verknupft ist. Die Struktur
eines Proteins ist abhangig von dessen Primarstruktur, also der Abfolge der
einzelnen Aminosauren im Protein und insbesondere der entsprechenden
Seitenketten, die aufgrund unterschiedlicher Wechselwirkungen miteinander auf
molekularer Ebene die dreidimensionale Konformation des Proteins bestimmen
(Cooper / Hausman 2009: 54 f.).
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Die Gruppe der Chaperone, die ihren Namen dem franzdsischen Wort fur
Anstandsdame - im Sinne von Beschutzer und Begleiter - verdanken, umfasst
Proteine mit der Funktion, noch ungefaltete Aminosaureketten bei der
Ausbildung ihrer endgultigen raumlichen Struktur, das heil3t ihrer korrekten
Faltung, zu unterstitzen. Die endgultige Konformation hangt auch weiterhin nur
von der Primarstruktur des Proteins ab. Die Chaperone verhindern jedoch durch
Bindung an noch ungefaltete Bereiche, die sich bis zur endglltigen Faltung in
einem instabilen Zustand befinden, Fehlfaltungen oder die Ausbildung von

funktionsunfahigen Komplexen (Cooper / Hausman 2009: 330).

Neben dieser Aufgabe tragen Chaperone auch dazu bei, noch ungefaltete
Bereiche der Aminosaurenkette wahrend ihres Transports durch Zellorganellen
zu stabilisieren und Proteine, die aus mehreren Teilketten bestehen, sowie
andere makromolekulare Strukturen zusammenzufihren (Cooper / Haus-
man 2009: 330 f.).

Ein Beispiel hierflr ist das Protein Nucleoplasmin, das sich in einem in-vitro-
Experiment fur die Zusammenflihrung von DNA und Histonen zum Nukleosom
verantwortlich zeigte, dabei aber weder an die DNA noch an Nucleohistone
band, wohl aber mit ihnen interagierte (Earnshaw / Honda / Laskey 1980,

Cooper / Hausman 2009).

Viele Autoren unterscheiden innerhalb der Gruppe der Chaperone die
.,molekularen Chaperone®, die konstitutiv exprimiert werden und einen eher
generellen Einfluss auf die Proteinsynthese haben, von den Hitze-
schockproteinen, die ganz speziell bei verschiedenen, fir die Zelle potentiell
schadlichen Einflussen hochreguliert werden (De Maio 1999: 1). Insbesondere
die Beobachtung dieser ,eigentlichen Hitzeschockproteine erlaubt Aussagen

Uber das Ausmalf} von potentiell schadlichen Einwirkungen zu treffen.

1.2.2.2. Die Entdeckung der Hitzeschockproteine

Zum heutigen Wissen uUber die Existenz einer Hitzeschockreaktion und damit
der Einflussnahme von Temperatur auf die Transkriptionsaktivitat in Zellen

fuhrte eine Entdeckung von Ferruccio Ritossa vor mehr als 50 Jahren, der
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aufgrund eines zufallig falsch eingestellten Inkubators erstmals ein verandertes
Puffmuster als Hinweis auf eine erhdhte RNA-Syntheserate nach Einwirkung
von erhdhter Temperatur bei Untersuchungen an Speicheldrisen von
Drosophila melanogaster beschrieb (Ritossa 1962). Zwolf Jahre spater wurden
Versuche mit verschiedenen Geweben von Drosophila melanogaster,
insbesondere auch den Speicheldrisen, durchgefuhrt. Bei diesen wurden die
SDS-PAGE-Bandenmuster von Proben, die erhdhter Temperatur ausgesetzt
waren, mit Negativkontrollen verglichen. Es kam unter Hitzeeinwirkung zum
Auftreten zahlreicher neuer Banden bzw. zur Intensitatssteigerung bestehender
Banden, wohingegen bei anderen Banden die Intensitat abnahm, was die tem-
peraturabhangige Synthese bestimmter Proteine zeigte (Tissiéres et al 1974,
De Maio et al. 2012).

Andere Untersuchungen ergaben, dass auch diverse weitere Faktoren zu einer
Aktivierung der Hitzeschockreaktion fuhren. Dazu gehoéren Alkohol (Li 1983),
Bakterien und andere pathogene Erreger (Kantengwa / Polla 1993), ein Mangel
an Glucose (Pelham 1986) oder klinische Umstande wie Ischamie und nach-

folgende Reperfusion von Geweben (Gingalewski et al. 1996, De Maio 1999).

1.2.2.3. Die Hsp70-Familie

Die Familie der 70 kDa Hitzeschockproteine enthalt eine stetig wachsende Zahl
an identifizierten Mitgliedern mit abweichender Aminosauresequenz, die in
unterschiedlichen Zellkompartimenten vorkommen, teils unterschiedliche
Funktionen haben und in unterschiedlichen Situationen exprimiert oder
vermehrt exprimiert werden. Die Gene der Hsp70 Proteine sitzen auf
verschiedenen Chromosomen. Im Folgenden werden einige der wichtigsten

naher erlautert:

Protein Alternative Bezeichnungen Genname Lokalisation
Hsp70-1A |Hsp70-1; Hsp72; Hspa1 HSPA1A 6p21.3
Hsp70-1B HSPA1B 6p21.3
Hsp70-1L | Hsp70-hom; hum70t; Hsp70t HSPA1L 6p21.3
Hsp70-2 | HspA2; Hsp70-3 HSPA2 149241
Hsp70-5 Bip; Grp78; Mif2 HSPAS 9933-g34.1

11
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Protein Alternative Bezeichnungen Genname Lokalisation
Hsp70-6 Hsp70B’ HSPAG 1cen-qter
Hsp70-8 Hsc70; Hsp71; Hsp73 HSPAS8 11923.3-925
Hsp70-9 Grp75; mtHsp75; Mortalin HSPA9 5q931.1

Tabelle 1.1: Auswahl von Vertretern der 70 kDa Hitzeschockproteine (modifiziert und
erganzt nach Daugaard / Rohde / Jaittela 2007: 3703, Kampinga et al. 2009: 106)

1.2.2.3.1. Konstitutiv exprimierte Proteine

Das Hitzeschockprotein Hsp70-5 spielt eine Rolle bei der Translokation, Faltung
und Vereinigung von Proteinen im endoplasmatischen Retikulum, wo es
konstitutiv exprimiert wird. Bei Glucosemangel (nicht aber bei Temperatur-

erhdhung) kommt es zu einer gesteigerten Expression (De Maio 1999: 2).

Hsp70-8 nimmt im Zytosol und Zellkern zahlreiche Funktionen war, wie die
Faltung und membranubergreifende Translokation von entstehenden Proteinen,
die Verhinderung von Aggregatbildung zwischen Proteinen oder die Chaperon-
vermittelte Autophagozytose, die teilweise flr die Zellen von so entscheidender
Bedeutung sind, dass beispielsweise Hsp70-8-knockout-Mause nicht lebens-
fahig sind (Daugaard / Rohde / Jaattela 2007: 3706).

Ebenfalls in Zytosol und Zellkern lokalisiert ist das Hitzeschockprotein Hsp70-2.
Es kommt in einer geringen Grundkonzentration in zahlreichen Geweben vor,
wird aber insbesondere in Gehirn und Hoden in grollen Mengen gebildet. Ein
Mangel wirkt sich auf die Spermatogenese bis hin zur Sterilitat aus. Dartber
hinaus spielt das Protein eine gewisse Rolle beim Wachstum von diversen
menschlichen Tumorzellen (Daugaard / Rohde / Jaattela 2007: 3705 f.).

1.2.2.3.2. Stress-induziert exprimierte Proteine

Die Gene der Hitzeschockproteine Hsp70-1a und Hsp70-1b, die nicht nur im
Zytoplasma und Zellkern, sondern auch in Membranen von Lysosomen
vorkommen und die Zelle vor der Zerstorung zelleigener Proteine schutzen,
enthalten keine Introns, so dass das posttranskriptionelle Splicing entfallt.
Hsp70-1a und Hsp70-1b werden zwar stress- bzw. temperaturabhangig

vermehrt, allerdings auch in einer gewissen Konzentration standig exprimiert.

12
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Ein Mangel fuhrte bei Mausen unter anderem zu erhohter UV-Licht- und
Ischamieempflindlichkeit. =~ Auch Hsp70-6, das in verschiedenen Blutzellen
(dendritische Zellen, Monozyten, natlrliche Killerzellen) nachgewiesen werden
konnte, tragt wohl im Fall von zellschadlichen Einflissen zur generellen
Hitzeschockreaktion bei (Daugaard / Rohde / Jaattela 2007: 3703 ff.).

Es existieren diverse Mechanismen zur raschen Heraufregulation der Hitze-
schockproteine, um drohende Zellschaden zu verhindern oder zumindest
abzumildern. Eine gewisse Selektivitat der entsprechenden mRNA sorgt fur
eine gesteigerte Transkriptionsrate und eine effizientere Translation. Daneben
befindet sich die ruhende RNA Polymerase Il in standiger Startbereitschaft am

Beginn des entsprechenden Hsp70 Gens (De Maio 1999: 5).

In der Upstream Region der zu den Hitzeschockproteinen gehérenden Gene
befinden sich mehrere nGAAn Elemente, die sogenannten ,heat shock
sequence elements® (HSE), von denen mindestens zwei fur die Expression der
Hitzeschockproteine bei Stress verantwortlich sind. Aktiviert werden die Gene,
wenn ein sogenannter ,heat shock factor® (HSF) an die HSE bindet. Er liegt im
Ausgangszustand in DNA-ungebundener Form vor und bildet bei Stress durch
Phosphorylierung Homooligomere, die die Bindung an DNA ermdglichen
(Daugaard / Rohde / Jaattela 2007: 3703, De Maio 1999: 5).

13
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1.2.2.3.3. Strukturelle Eigenschaften der Hsp70-Proteine

Die Struktur der 70 kDa Hitzeschock-
proteine besteht aus einer ATP-binden-
den Region am N-terminalen Ende der
Aminosaurenkette mit geringer ATPase-
Aktivitat sowie aus einer peptid-
bindenden Region am C-terminalen
Ende. Die Interaktion mit anderen
Proteinen beginnt mit der Bindung von
ATP (2, Abb. 1.5) und einem hydropho-
ben Bereich des anderen Proteins (1).
Die starke Affinitat zu hydrophoben Pep-
tiden wird durch die Hydrolyse von ATP
zu ADP noch erhoht. Die dazu notwen-
dige ATPase Aktivitat wird durch weitere
Hitzeschockproteine, wie Hsp40, gestei-
gert (3). Nachdem ADP gegen ATP
ausgetauscht wurde, was durch GrpE,
ein weiteres molekulares Chaperon,
unterstitzt wird (4), trennt sich die
Polypeptidkette vom Hitzeschockprotein
(5 + 6) und der Vorgang beginnt erneut
(De Maio 1999: 2).

1.2.2.4. Stresstoleranz von Zellen

Die Hitzeschockproteine sind an Schutz-
mechanismen gegenuber unmittelbar
auftretenden Einflissen beteiligt, indem
sie zum Beispiel denaturierte Poly-

peptidketten zuruckfalten (Freeman /

.M

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung
der Interaktion von Hsp70 und ungefalteten
Polypeptiden (Details siehe Text, modifi-
ziert nach De Maio 1999: 3)

Morimoto 1996), entstandene Proteinaggregate aufldsen (Parsell et al. 1994)

oder Mikrofilamente stabilisieren (Lavoie et al. 1993, De Maio 1999: 7).

14



1. Einleitung

Daruber hinaus ist an zahlreichen Beispielen belegt, dass ein milder, noch nicht
todlicher Stress im Vorfeld eine gewisse Toleranz, das heil3t eine Art
Stressgedachtnis, gegentber einem nachfolgenden potentiell tédlichen Stress
zu bewirken scheint. Eine besondere Rolle bei dieser Toleranzentwicklung
scheinen die Hitzeschockproteine zu spielen, allen voran die der Hsp70-Familie
(Li / Calderwood 2009); aber auch andere, wie zum Beispiel Hsp25, Hsp40,
Hsp90 und Hsp110, tragen in Kombination mit Hsp70 oder alleine dazu bei, die

Zellen vor wiederkehrendem Stress zu schutzen (Beckham et al. 2008: 1f.).

So lagen beispielsweise die Uberlebensraten von CHO-Zellen nach Tempe-
raturbehandlung mit 45,5 °C, die sechs bis zehn Stunden zuvor bereits schon
einmal einer Hyperthermie ausgesetzt waren, signifikant Gber denjenigen von
Zellen, die zuvor nicht mit Hitze behandelt wurden (Sapareto et al. 1978: 395f.).
Die durch erhohte Temperatur induzierte Hitzeschockreaktion korrelierte bei
Mausen mit der Resistenz gegenuber einer nachfolgenden potentiell todlichen
Dosis von Endotoxinen (Hotchkiss et al. 1993), Ratten, in denen die
Syntheserate von Hitzeschockproteinen erhoht war, Gberstanden eine Lungen-
schadigung besser (Villar et al. 1993) und das Myokard von transgenen
Mausen mit erhohter Hsp70 Expression zeigte nach einer Ischamie gegenuber
Kontrollen funktionell bessere Resultate (Plumier et al. 1995, De Maio 1999: 7).

1.3. Bisherige Untersuchungen

1.3.1. Auswirkungen von Terahertzstrahlung

Einem Mangel an entsprechend notwendigem Instrumentarium flr Experimente
mit Terahertzstrahlung ist der Umstand geschuldet, dass in diesem Bereich weit
weniger Untersuchungen existieren als in vielen Bereichen anderer
Frequenzen. In den letzten Jahren ist der Terahertzfrequenzbereich vermehrt
Gegenstand der Forschung geworden. Ubereinstimmende Ergebnisse
bezlglich der Schadlichkeit dieser Strahlung fehlen dennoch. Die Auswertung
von 37 relevanten Studien zeigte weitgehend widerspruchliche Ergebnisse:
Gepulste Expositionsversuche an PTK2 Zellen des Rattenkangurus brachten

keine Veranderung der Zellmorphologie mit sich. Ein Teil der Proben zeigte
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allerdings eine verminderte DNA-Synthese (Berns / Bewley 1987). Humane
Keratinozyten, die fur 24 Stunden mit Strahlung der Frequenz 0,140 THz bei
einer Leistungsflussdichte von 0,1 — 0,25 mW/cm? gepulst bestrahlt wurden,
zeigten sich in Differenzierung, Vitalitat, Morphologie und Hitzeschock-
proteinsynthese unauffallig (Bourne et al. 2008). Auch aus weiteren
Untersuchungen an Blutzellen, Mikroorganismen oder einzelnen Molekulen
bzw. Molekullsystemen lieR sich kein klares Ergebnis bezuglich der

Schadlichkeit von Terahertzstrahlung ableiten (Hintzsche / Stopper 2012).

Eine Ubersicht Uber weitere durchgefiihrte in-vitro-Studien unterschiedlicher
Zellarten, Frequenzen (0,1 — 3,68 THz), Bestrahlungszeiten (1 — 1440 Minuten)
und Leistungsflussdichten (0,05 — 227,0 mW/cm?) zeigte im Bereich Wachstum
und Morphologie der Zellen ein geteiltes Spektrum zwischen Ergebnissen mit
gesteigerter Proliferation und solchen, bei denen keine signifikanten
Veranderungen nachweisbar waren. Studien, in denen die Lipidmembran der
Zellen untersucht wurde, beschrieben zwar in einigen Fallen eine Zerstérung
derselben, in der Mehrzahl waren allerdings keine signifikanten Veranderungen
festzustellen. Auch im Bezug auf die DNA lie} sich aus den Ergebnissen kein
Trend hinsichtlich Gentoxizitat ableiten (Wilmink / Grundt 2011: 1105f.).

Humane Keratinozyten (HaCaT-Zellen), zu deren Bestrahlung mit 0,106 THz
der in dieser Arbeit vorgestellte Versuchsaufbau verwendet wurde, zeigten nach
Expositionszeiten von bis zu acht Stunden und Leistungsflussdichten bis
0,9 mW/cm? gegenuber den Kontrollen keine signifikante Erhohung der
Mikrokernraten (Hintzsche et al. 2012).

1.3.2. Auswirkungen von Temperaturerhéhung

Die Auswirkungen einer Temperaturerhdhung auf die Stabilitat des Genoms,
damit verbundene Chromosomenschaden und die Erhéhung der Mikro-
kernraten wurden an CHL-Zellen (,chinese hamster lung cells®) fir ausgewahlte
Temperaturen untersucht: Eine Exposition bei 40 °C, 41 °C und 42 °C uber
24 Stunden fuhrte zu einem signifikanten Anstieg an chromosomalen

Aberrationen. Ferner zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Mikrokernraten fur
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die Temperaturen 40 °C und 42 °C (Inkubationszeit ebenfalls 24 Stunden)
(Asanami / Shimono / Kaneda 2001).

Die Auswirkungen auf den Zellzyklus und das Uberleben von CHO-Zellen unter
dem Einfluss erhohter Temperatur wurden zwischen 42,5 °C und 46 °C unter-
sucht. Hierbei stellte sich heraus, dass die Uberlebensrate bei einer bestimmten
Temperaturstufe exponentiell mit der Dauer der Hyperthermie abnahm und die
Anzahl der in einer bestimmten Zeitspanne untergegangenen Zellen mit
zunehmender Temperatur stetig stieg. Im Bereich von 41,5 °C bis 43 °C
entsprach eine Verdopplung bzw. Halbierung der Zeit im Hinblick auf das
Uberleben der Zellen einer Temperaturveranderung von 0,5 °C (Sapareto et
al. 1978).
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2. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, potentiell genschadigende Effekte von nicht-
ionisierender elektromagnetischer Strahlung im Terahertzbereich in Vvitro
aufzuzeigen und die Auswirkungen von induzierter Temperaturerhohung auf

Zellen darzustellen.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte die Gentoxizitat von Terahertzstrahlung nach
Langzeitexposition von kultivierten humanen Keratinozyten Uber 24 Stunden bei
einer durchschnittlichen Leistungsflussdichte von 2 mW/cm? mit Hilfe des

Mikrokerntests untersucht werden.

Im zweiten Teil sollte vor dem Hintergrund einer durch Strahlung im Gewebe
induzierten Temperaturerhdhung bestimmt werden, ob und gegebenenfalls wie
sich die Rate an Mikrokernen und anderen Markern fir Genschaden durch
erhohte Temperatur andert. Hierzu wurden humane Keratinozyten nach

24-stindiger Temperaturexposition im Bereich von 37 °C bis 42 °C untersucht.

Im dritten Teil wurden schlieBlich die daraus gewonnen Ergebnisse mit dem
Ausmall der Expression von 70 kDa Hitzeschockproteinen bei diesen

Temperaturstufen verglichen.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Chemikalien und Reagenzien

Die Chemikalien und Reagenzien der dargestellten Versuche stammen — soweit
nicht anders angegeben — von der Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
Deutschland), der PAA Laboratories GmbH (Pasching, Osterreich) und der

Invitrogen Life Technologies GmbH (Darmstadt, Deutschland).

3.1.2. HaCaT-Zelllinie

Bei den humanen Keratinozyten, mit denen die folgenden Versuche
durchgeflihrt worden sind, handelt es sich urspriinglich um Zellen aus der Haut
eines 62-jahrigen Patienten, die im Rahmen einer Zweitexzision aus der
Peripherie eines Melanoms gewonnen wurden, histologisch jedoch keine
Auffalligkeiten zeigten und im Rahmen ihrer Kultivierung spontan
immortalisierten (Boukamp et al. 1988). Die Zellen fir die Experimente

stammen von der CLS Cell Lines Service GmbH (Eppelheim, Deutschland).

3.2. Methoden

3.21.  Zellkultur und Subkultivierung

Die als adharente Zellen in DMEM-Medium (supplementiert mit 4,5 g/l Glucose,
10 % Kalberserum, 2 mM L-Glutamin, 50 U/ml Penicilin und 50 pg/mi
Streptomycin) kultivierten HaCaT-Zellen wurden in Abstanden von zwei bis drei
Tagen subkultiviert. Ausgehend von einer zu ca. 80 % konfluent bewachsenen
25 ml Kulturflasche erfolgte nach Entfernen des alten Nahrmediums das
Waschen der Zellen mit 2 ml PBS-Pufferlosung (bestehend aus 8g NaCl,
0,2 g KCl, 0,56 g Na;HPO, und 0,2 g KH,PO, geldst in 1 Liter demineralisiertem
Wasser). AnschlieRend wurden die Zellen mit 2 ml PBS-EDTA (0,05 % EDTA)
bedeckt und fur 10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach dem Entfernen dieser
Lésung wurden die Zellen mit 0,5 ml Trypsin-EDTA (bestehend aus 0,1 %
Trypsin-PBS-Lésung und PBS-EDTA, Verhaltnis 1:1) fur 5 bis 10 Minuten bei
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37 °C bis zu deren Ablosung behandelt. Durch Zugabe von 3 ml Nahrmedium
wurde dieser Prozess beendet. Im Anschluss erfolgte eine funfmindatige
Zentrifugation bei 1000 U/min, nach der der Uberstand verworfen wurde. Aus
dem abgesetzten Zellpellet konnte nach dem Auflésen in neuem Nahrmedium
mittels Casy-Zellzahler die Zellzahl ermittelt, eine entsprechende Anzahl in
Kulturflaschen ausgesat und mit Nahrmedium Uberdeckt bei 37 °C weiter

kultiviert werden.

3.2.2. Terahertzexpositionen

Zur Herstellung eines Praparates fir jedes Experiment wurde eine Teilportion
an HaCaT-Zellen aufgetaut und kultiviert. Einen Tag vor der Exposition erfolgte
das Aussahen von je ca. 40.000 Zellen in p-Dishes (ibidi GmbH, Martinsried,
Deutschland) auf einer kreisféormigen Flache von 1,13 cm? Zur Zentrierung
wurden spezielle Einsatze verwendet (Flexiperm, Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen, Deutschland) (Hintzsche et al. 2012).

Die Auswahl der Bestrahlungsfrequenz von 0,106 THz aus dem Frequenz-
spektrum zwischen 0,1 und 10 THz, das von vielen Autoren als Tera-
hertzbereich bezeichnet wird, wurde vor dem Hintergrund bisheriger Studien
getroffen, in denen bei Verwendung dieser Frequenz unter anderem das
Auftreten von Mitosestorungen und Aneuploidien beobachtet wurde (Hintzsche
et al. 2011, Korenstein-llan et al. 2008).

Im Anschluss an die Terahertzexpositionen sowie die Behandlungen zur
Erstellung der Positiv- und Negativkontrollen wurden die Praparate verblindet,
entsprechend des Mikrokerntests (siehe Kapitel 3.2.4) aufbereitet und

ausgewertet. Insgesamt erfolgten drei Versuchsreihen.

Die Terahertzexpositionen sowie die Erstellung der dazugehoérigen Kontrollen
wurden extern in der Physikalisch-Technischen Bundesanstalt in Braunschweig
durchgefuhrt. Die anschlieRende Aufbereitung und Auswertung der Praparate
erfolgte vom Autor im Rahmen der vorliegenden Arbeit im Institut far

Pharmakologie und Toxikologie der Universitat Wirzburg.
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3.2.2.1. Versuchsaufbau

Abbildung 3.1: Vereinfachte Darstellung des Versuchsaufbaus der Terahertzexposition
von HaCaT-Zellen durch einen GauB-Strahl der Frequenz 0,106 THz (modifiziert nach
Hintzsche 2011, detaillierte Beschreibung siehe Text)

Ein nicht moduliertes Signal der Frequenz 17,67 GHz (Frequenzsynthesizer
Agilent E8257D, Agilent Technologies, Boblingen, Deutschland) wurde ver-
sechsfacht und anschlielRend Uber ein variables Dampfungsglied in eine
Hornantenne geflhrt. In dieser war eine variable Leistungsanpassung zwischen
0 und 155 mW moglich. Der auf 2 cm kollimierte Strahl der Frequenz 0,106 THz
exponierte die mit DMEM-Medium bedeckten Zellen von unten in einem speziell
modifizierten, gefensterten Brutschrank (NuAire NU-5100). Sowohl das Fenster
des Inkubators als auch der Boden des p-Dishes wiesen eine
Transmissionsrate von 95 % fur die eingesetzte Strahlung auf. Zusatzlich waren
die Wande des Inkubators mit absorbierender Folie verkleidet, um
Streustrahlung innerhalb des Gehauses zu minimieren. Die Expositionsdauer
betrug 24 Stunden bei einer kontrollierten Leistungsflussdichte von
durchschnittlich 2 mW/cm?. Wahrend der Bestrahlung wurden die Zellen unter
konstanten Bedingungen bei 36 °C und 5 % CO,-Gehalt sowie kontrollierter
Luftfeuchte gehalten (Hintzsche 2011: 20 f., Hintzsche et al. 2012).
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3.2.2.2. Sonstige Behandlungen

Neben den eigentlichen Terahertzexpositionen (Leistungsflussdichte
2 mW/cm?) und den entsprechenden Sham-Expositionen (Leistungsflussdichte
0 mW/cm?) wurden Praparate fur Positivkontrollen mit den Substanzen
Mitomycin C und Vinblastin inkubiert sowie mit UV-Licht bestrahlt. Mitomycin C
findet als alkylierendes Chemotherapeutikum medizinische Verwendung bei der
palliativen Kombinationstherapie verschiedener Tumoren und flhrt neben der
Alkylierung der DNA zu Inter- und Intrastrang-Quervernetzungen (Aktories et
al. 2009: 939 ff.). Vinblastin aus der Gruppe der Vinca-Alkaloide bindet spe-
zifisch an das Cytoskelettprotein Tubulin und verhindert damit die Ausbildung
des Spindelapparates, was aufgrund fehlender Chromosomentrennung wahr-
scheinlich zum Zelltod durch Apoptose fuhrt (Aktories et al. 2009: 954).
Daneben wurden auch Negativkontrollen in Form unbehandelter Zellen

ausgewertet.

3.2.2.3. Auflistung der durchgefiuhrten Versuche

Folgende Experimente wurden durchgefuhrt und verblindet ausgewertet:

Behandlung Versuchsreihe | Anzahl Proben
1 3
Exposition 2 4
(0,106 THz, 2 mW/cm?, 24 h)
3 4
1 3
Sham-Exposition 2 4
(0,106 THz, 0 mW/cm?, 24 h)
3 4
. . . 1 2
Substanzinkubation mit
Mitomycin C 2 3
(Positivkontrolle) 3 3
. : . 1 2
Substanzinkubation mit
Vinblastin 2 3
(Positivkontrolle) 3 3
Bestrahlung mit UV-Licht 2 3
(Positivkontrolle) 3 3
Unbehandelte Zellen 2 3
(Negativkontrolle) 3 3
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3.2.3. Temperaturexpositionen

3.2.3.1. Herstellung der Proben fur den Mikrokerntest

Ausgehend von kultivierten HaCaT-Zellen wurde im ersten Arbeitsschritt eine
definierte Menge (Quantitatsbestimmung mittels Casy-Zellzahler) in p-Dishes
(ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland) ausgesat, mit DMEM-Medium bedeckt
und anschlieRend bei 37 °C bis zum darauf folgenden Tag inkubiert, um ein

Anwachsen der Zellen zu erreichen.

Am nachsten Tag wurde das gebrauchte Nahrmedium entfernt, die Zellen mit
2 ml PBS-Pufferlosung gewaschen und frisches DMEM-Medium hinzugefugt.
AnschlieRend wurden die Zellen mit 30 yl Cytochalasin-B behandelt und flr
24 Stunden bei der jeweiligen Temperatur im vorgeheizten Expositionsinkubator
belassen. Die Versuchsreihen fanden bei Temperaturen zwischen 37 °C und
42 °C in Abstanden von einem Grad statt. Der Gehalt an CO, betrug hierbei
konstant 5,0 %. Nach Ablauf der Zeit wurde das Medium entfernt und die Zellen

durch Zugabe von Methanol bei -20 °C mindestens eine Stunde lang fixiert.

Die Exposition einer jeden Temperaturstufe wurde dreimal getrennt
voneinander wiederholt, so dass pro Temperatur 6.000 doppelkernige Zellen

ausgewertet wurden.

3.2.3.2. Herstellung der Proben fur die Proteinbestimmung

Ausgehend von kultivierten HaCaT-Zellen wurde fur jede Temperaturstufe eine
Probe zur Bestimmung der Proteinkonzentration angefertigt. Hierzu wurde eine
Kulturflasche entsprechender Zelldichte mit frischem DMEM-Medium bestickt
und ohne Cytochalasin-B-Zugabe im vorgeheizten Inkubator fur 24 Stunden bei
entsprechender Temperatur behandelt. Der CO,-Gehalt betrug auch hierbei
5,0 %. Nach Ablauf der Zeit wurde durch Abtrypsinieren, anschlie3ender
Zentrifugation (5 Minuten bei 1000 U/min) und Abpipettieren des Mediums ein
Zellpellet hergestellt und fir die spatere Proteinisolierung bei -80 °C gelagert.
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3.24. Mikrokerntest

3.24.1. SafeGreen-Farbung

Zur Auswertung unter einem Fluoreszenzmikroskop wurden die in Methanol
fixierten Zellen vor dem Mikroskopieren mit 10 yl SafeGreen-Ldosung
(Originallésung des Herstellers, Konzentration nicht angegeben) gefarbt und
nach dem Waschen mit PBS-Pufferlosung mit Dabco (Mischung aus 250 mg
Dabco in 10 ml PBS und 90 ml Glycerin) unter einem 18 mm Deckglass

eingedeckt. Die Einwirkzeit der Safe-Green-Ldsung betrug drei Minuten.

3.2.4.2. Mikroskopie

Die mikroskopische Auswertung wurde an einem Nikon TE-2000-E Mikroskop
mit FITC-Filter bei 400-facher Vergroerung durchgeflhrt. Die Praparate
wurden maanderférmig mikroskopiert, wobei zuerst anhand von 1.000 Zellen
das Verhaltnis von ein-, doppel- und mehrkernigen Zellen sowie die Anzahl an
Apoptosen, Mitosen (samtlicher Phasen) und sonstigen Zellen ausgezahlt
wurde. Anschliel3end wurden je 2.000 bzw. 3.000 doppelkernige Zellen auf das
Vorhandensein von Mikrokernen, nuklearen ,Buds® und nukleoplasmatischen

Briicken entsprechend nachfolgender Kriterien Uberprift.
3.2.4.3. Mikroskopiekriterien

3.2.4.3.1. Ein-, doppel- und mehrkernige Zellen

Zur Gruppe der ein-, doppel- und mehrkernigen (n > 2) Zellen zahlen solche mit
regularem Zytoplasma und normal geformten Zellkernen, die keine Anzeichen

fur Mitosen oder Apoptosen zeigen (Fenech 2007: 1092).

Ausgehend von der ermittelten Verteilung berechnet sich der Cytochalasin-B-

Proliferationsindex entsprechend folgender Gleichung:

Anzahl Einkernige+2* Anzahl Doppelkernige+ 3% Anzahl Mehrkernige

CBPI=
Gesamtzahl einkerniger , doppelkerniger und mehrkerniger Zellen

Der Cytochalasin-B-Proliferationsindex wird in den nachfolgenden Diagrammen

mit CBPI abgekurzt angegeben.

24



3. Material und Methoden

3.2.4.3.2. Apoptotische Zellen

In der Frihphase der Apoptose kommt es zu einer Chromatinverdichtung bei
noch intaktem Zytoplasma und intakter Kernmembran. In der Spatphase ist die
Fragmentierung des Kerns in kleinere Kernkorperchen in noch intaktem
Zytoplasma zu beobachten. Apoptotische Zellen zeigen ferner oft starker ange-
farbte Kerne und Kernfragmente (Fenech 2007: 1092).

3.2.4.3.3. Mitotische Zellen

In dieser Kategorie wurden die Zellen aller
Mitosephasen gemeinsam erfasst. Entsprechend
dem Auftreten sind dies im Einzelnen die Prophase,
in der die Chromosomen kondensieren und als

solche sichtbar werden (siehe Abbildung 3.2), die

Metaphase, in der sich die

Abbildung 3.2: Konden- Chromosomen in der Aqua-

sierte  Chromosomen der

erie torialebene anordnen, nach-
mitotischen Prophase

dem zuvor die Kernmem-

bran zusammengebrochen ist (siehe Abbildung 3.3),

die Anaphase, in der die Chromosomen vom

Abbildung 3.3: Anord-
nung der Chromosomen

sie sich anordnen, und zuletzt die Telophase, in der in der Aquatorialebene

Spindelapparat zu den Zellpolen gezogen werden, wo

es zur Dekondensierung der Chromosomen kommt, woraufhin sich eine neue

Kernhille formiert (Koecke / Emschermann / Harle 2000).

3.2.4.34. Sonstige Zellen

Zellen, die keiner der oben genannten Kategorien zugeordnet werden konnten,

wurden als sonstige Zellen klassifiziert.

3.2.4.3.5. Kriterien fiir Mikrokerne, NBUDs und NPB

Die Auswertung hinsichtlich des Auftretens von Mikrokernen, nuklearen ,Buds®
und nukleoplasmatischen Brlicken erfolgte ausschliel3lich in doppelkernigen
Zellen mit vorhandener und intakter Kernmembran. Ferner sollten sich die

beiden Kerne nicht wesentlich in GroRe und Farbung unterscheiden und sich
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eindeutig als zwei getrennte Kerne differenzieren lassen. Die Zytoplasma-
membran sollte intakt und die Zelle klar von umgebenden weiteren Zellen
abgrenzbar sein. Auch Kombinationen, wie zum Beispiel eine Kernbricke mit

einem oder mehreren Mikrokernen, wurden gewertet (Fenech 2007: 1092f.).

3.2.4.3.6. Mikrokerne

Morphologisch sollten sich Mikrokerne, mit Ausnahme der Grofde, nicht oder
nicht wesentlich von normalen Zellkernen unterscheiden, sie konnen allerdings
etwas starker angefarbt erscheinen als der eigentliche Zellkern. lhre GroRe
betragt zwischen 1/256 und 1/9 der GroRe von einem normalen Zellkern. Um
Mikrokerne eindeutig unterscheiden zu kdnnen, sollten sie idealerweise weder

mit dem Kern verbunden sein noch ihn Uberlappen (Fenech 2007: 1092).

3.2.4.3.7.  Nukleére ,,Buds” (NBUDs)

Nukleare ,Buds“ entsprechen den Kriterien eines Mikrokerns (einschlielich
Farbeverhalten) mit dem Unterschied, dass diese Uber einen Steg variabler
Breite mit dem Zellkern verbunden sind (Fenech 2007: 1093).

3.2.4.3.8. Nukleoplasmatische Briicken (NPB)

Bei einer nukleoplasmatischen Brucke handelt es sich um eine DNA-haltige
Struktur einer doppelkernigen Zelle, die beide Zellkerne miteinander verbindet.
Der Durchmesser dieser, in der Farbung den Kernen gleichenden Kernbrucke
betragt in der Regel nicht mehr als ein Viertel der Kerndurchmesser. In
Ausnahmefallen kdnnen auch mehrere Kernbriicken in einer Zelle vorkommen
(Fenech 2007: 1092f.).
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3.2.5. Western Blot

3.2.5.1. SDS-PAGE (Gelelektrophorese)

3.2.5.1.1. Herstellung und Vorbereitung des Elektrophoresegels

Das Polyacrylamidgel fur die elek-

trophoretische Proteinauftrennung

Kamm

besteht aus einem Sammelgel mit

Sammelgel
Ausbuchtungen, den sogenannten

Abstandshalter

Probentaschen, und aus einem

Trenngel

Trenngel, in dem nach Anlage von

Strom die Auftrennung der Pro-
Abbildung 3.4: Schematische Darstellung eines teine entsprechend ihrer Molekul-
Elektrophoresegels masse stattfindet. Die L&sungen
fur das Trenn- und Sammelgel werden noch flussig zwischen zwei auf Abstand
gehaltene Glasplatten pipettiert und polymerisieren dort nacheinander aus.

Durch das Einsetzen eines Kamms entstehen die benotigten Probentaschen.

3.2.5.1.2. Proteinisolierung aus den Temperaturexpositionen

Zur Isolierung der Proteine aus der Zellsuspension wurde die jeweilige Probe
einer bestimmten Temperaturstufe (Herstellung siehe Kapitel 3.2.3.2) nach
Zugabe von 40 pul Homogenisierungspuffer durch Aufziehen in einer
entsprechenden Kanlle homogenisiert und anschlieRend bei 4 °C und
14.000 U/min 30 Minuten lang zentrifugiert. Der von den restlichen
Zellbestandteilen abgesetzte, die Proteine beinhaltende Uberstand wurde

abpipettiert und bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

3.2.5.1.3. Photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der in den Proben enthaltenen Proteinkonzentration wurde
photometrisch mittels Bradford-Test durchgefuhrt. Die Extinktion bei 595 nm der
zu bestimmenden Proteinproben wurde in zwei verschiedenen Verdinnungs-
stufen (1:800 und 1:1600) jeweils dreifach photometrisch gemessen, die

erhaltenen Messwerte anschlielend gemittelt und mit Hilfe zweier
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Standardreihen bekannter Konzentration der Proteingehalt der Proben

bestimmt.

3.2.5.1.4. Vorbereitung der Proben, des Gels und Elektrophorese

FUr jede Temperaturstufe wurde eine Probe mit einem Volumen von 18 pl
(13,5 pl bestehend aus Proteinprobe / Homogenisierungspuffer, 4,5 pl Proben-
puffer) und einer Proteinmenge von 30 pg vorbereitet, fur fiunf Minuten im

Wasserbad auf 95 °C erhitzt und anschliel3end auf Eis wieder herabgekunhlt.

Nachdem das vorbereitete Gel nach Entfernung des Platzhalters in der Lauf-
kammer eingespannt und mit Laufpuffer bedeckt war, wurden die vorbereiteten
Proben der Reihe nach in die entsprechenden Probentaschen des Gels
pipettiert und zur Bestimmung der Molekulmassen der entstehenden Banden in
die aulleren Probentaschen je 5 ul eines GroRenmarkers (,Fermentas Page

Ruler prestained protein ladder”) eingesetzt.

Die Elektrophorese fand bis zum Ubertritt der Proben aus dem Sammel- in das
Trenngel bei einer Spannung von 100 Volt und anschlieRend bis zum

vollstandigen Durchwandern des Trenngels bei 200 Volt statt.

3.2.5.2. Blotting und Immunfarbung

3.2.5.2.1. Blotting

Das die Banden enthaltende Trenngel wurde nach Abschluss der
Elektrophorese unter Vermeidung von Lufteinschlissen auf eine zugeschnittene
PVDF-Membran gelegt und von Blotting Papier umgeben. Gel, Membran und
Papier wurden vorher in Blotting Puffer aquilibriert. Das anschlieRende Blotten
fand bei 0,8 mA/cm?, das heil3t 50 mA pro Gel, Uber eine Zeitdauer von
90 Minuten statt. Der erfolgreiche Blot wurde durch ,Ponceau S*-Farbung

Uberpruft und fotodokumentiert.

3.2.5.2.2. Immunféarbung
Der Hintergrund der Membran wurde mit 5 % Milchpulver/TBS-T Losung uber

eine Dauer von zwei Stunden bei Raumtemperatur abgeblockt.
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Nach Abschluss des Blockens wurde die Membran mit TBS-T Ldsung
gewaschen und mit den ersten Antikérpern (,anti-hsp70“ und ,B-actin“, 1:4000
in 5 % Milchpulver/TBS-T, Santa Cruz Biotechnology) Uber Nacht bei 4 °C in
standig bewegter Losung behandelt.

Nach Ablauf der Zeit wurde die Lésung verworfen, die Membran dreimal mit
TBS-T LOosung gewaschen, mit dem Zweitantikorper (,goat anti-mouse HRP-
konjugiert®, 1:10000 in 5 % Milchpulver/TBS-T, Santa Cruz Biotechnology) fur
eine Stunde bei Raumtemperatur behandelt und abschlieRend erneut dreimal

mit TBS-T Losung gewaschen.

3.2.5.3. Entwicklung und Auswertung

Zur Sichtbarmachung der Proteinbanden wurde die HRP-katalysierte Chemo-
lumineszenz des Luminols genutzt. Unter Verwendung von lichtempfindlichem
Fotopapier, einer entsprechenden Belichtungszeit und anschlieRender Ent-
wicklung (und Fixierung) wurden die entstandenen Banden schliellich sichtbar

gemacht.

Die quantitative Auswertung der Banden bezlglich Groflie und Intensitat erfolgte
nach der Digitalisierung mittels Software (,Image J“). Zur Relativierung von
Konzentrationsunterschieden der aufgetragenen Proteinproben wurden die
Ergebnisse der gesuchten Hsp70-Proteine ins Verhaltnis zum Kkonstitutiv
exprimierten B-Aktin (Molekulargewicht ca. 42 kD) gesetzt und so bezlglich der

Proteinmenge normalisiert.

3.2.6.  Statistik

Die gewonnenen Daten der Terahertz- und Temperaturexpositionen wurden auf
Veranderungen in den unterschiedlich behandelten Proben, wie erhdhte
Mikrokernfrequenzen oder eine gesteigerte Apoptoserate, gegenuber den
Kontrollen untersucht. Die statistische Signifikanz der Ergebnisse wurde
aufgrund des geringen Stichprobenumfangs mit Hilfe des nichtparametrischen
Mann-Whitney-Tests (Software ,IBM SPSS Statistics, Version 21, 64-Bit)

Uberpruft. Als statistisch signifikant wurden Werte mit p < 0,05 angesehen.
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4. Ergebnisse

4.1. Terahertzexpositionen

Die Ergebnisse der Uber 24 Stunden durchgeflhrten Langzeitexpositionen
gliedern sich in den drei durchgefihrten Expositionsreihen in vier
Expositionsarten: in die eigentlichen Expositionen, die mit 0,106 THz bei einer
Leistungsflussdichte von 2 m\W/cm? bestrahlt wurden, die sogenannten Sham-
Expositionen, die bei ansonsten identischen Bedingungen jedoch einer
Leistungsflussdichte von 0 mW/cm? behandelt wurden, sowie in die Sub-
stanzinkubationen mit Mitomycin C und Vinblastin. In Versuchsreihe 2 und 3
wurden zusatzlich noch mit UV-Licht behandelte und unbehandelte Praparate

ausgewertet. Die jeweiligen Proben wurden vor ihrer Auswertung verblindet.

Zur Analyse der Zellmorphologie wurden je Praparat 1.000 Zellen hinsichtlich
ihrer Struktur beurteilt und in ein-, zwei- und mehrkernige Zellen sowie

apoptotische, mitotische (alle Phasen) und sonstige Zellen unterteilt.

Hinsichtlich des Auftretens von Mikrokernen, nuklearen ,Buds® und
nukleoplasmatischen Brucken wurden ausschlief3lich doppelkernige Zellen
untersucht und anschliel3end eine durchschnittliche Haufigkeit des Auftretens
dieser Strukturen in 1.000 doppelkernigen Zellen angegeben. Die Anzahl der
ausgewerteten doppelkernigen Zellen ist beim jeweiligen Ergebnisteil sowie bei

der Ergebnisubersicht im Anhang mit aufgefuhrt.

Werte in Klammern geben die Standardabweichung an. Eine detaillierte

Auflistung der jeweiligen Einzelwerte der Ergebnisse befindet sich im Anhang.

Daten, die bereits verdffentlicht wurden, sind entsprechend gekennzeichnet.
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4.1.1. Mikrokerne

41.1.1. Versuchsreihe 1

300 +

250 +

200 +

150 +

MK/ 1000 DK
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—

0 mW/cm? 2 mW/cm? MMC VIN

Abbildung 4.1: Durchschnittliche Anzahl mikrokernhaltiger Zellen in 1.000
doppelkernigen Zellen der HaCaT-Zelllinie. Dargestellt sind Mittelwert mit
Standardabweichung aus drei Praparaten (a 2.000 ausgezihlte doppelkernige Zellen) fiir
Sham- (0 mW/cm?) und Terahertzexposition (2 mW/cm?) sowie aus zwei Praparaten (a
1.000 ausgezahlte doppelkernige Zellen) fiir die mit MMC und Vinblastin behandelten
Zellen.

In der ersten Versuchsreihe traten bei den als Negativkontrolle dienenden
Sham-Expositionen in durchschnittlich 38,0 (+/- 15,5) von 1.000 doppelkernigen
Zellen Mikrokerne auf. Der Wert der mit 0,106 THz bestrahlten Exponate
(Leistungsflussdichte 2 mW/cm?) lag bei durchschnittlich 38,7 (+/- 19,0)
mikrokernhaltigen Zellen und war damit nicht signifikant gegentber den
Kontrollen erhdht. Die Auswertung der Substanzinkubationen ergab bei den mit
Mitomycin C behandelten Proben einen deutlich erhdhten Durchschnittswert
von 69,5 (+/- 14,8) Mikrokernzellen und einen leicht erniedrigten Wert von 33,0
(+/- 4,2) bei den mit Vinblastin behandelten Proben.
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41.1.2. Versuchsreihe 2

300 +
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Abbildung 4.2: Durchschnittliche Anzahl mikrokernhaltiger Zellen in 1.000
doppelkernigen Zellen der HaCaT-Zelllinie. Dargestellt sind Mittelwert mit
Standardabweichung aus vier Praparaten fiir Sham- (0 mW/cm?) und Terahertzexposition
(2 mW/cm?) sowie aus drei fiir die mit MMC, Vinblastin (n=7.171 siehe Text) und UV-Licht
behandelten und die unbehandelt gebliebenen Zellen (3.000 ausgezahlte doppelkernige
Zellen je Praparat).

Die Ergebnisse von Versuchsreihe 2 und 3 der Exposition und der
entsprechenden Sham-Exposition beruhen auf jeweils 12.000 ausgewerteten
doppelkernigen Zellen, die Ergebnisse der restlichen Behandlungsmodalitaten
auf jeweils 9.000 doppelkernigen Zellen, mit Ausnahme der Vinblastinpraparate
in Versuchsreihe 2, in denen aufgrund einer zu geringen Anzahl doppelkerniger
Zellen in Praparat 2 und 3 nur 2.000 bzw. 2.171 Zellen ausgewertet werden

konnten.

Die durchschnittliche Anzahl mikrokernhaltiger Zellen in 1.000 Doppelkernigen
lag bei den Sham-Expositionen mit 44,8 (+/- 10,5), den THz-Expositionen mit
48,7 (+/- 10,7), den Vinblastin-Inkubationen mit 52,3 (+/- 11,7), der UV-Licht-
Behandlung mit 49,0 (+/- 3,8) sowie den unbehandelten Proben mit 51,0
(+/- 10,0) auf einem ahnlichen Niveau. Die Positivkontrolle mit MMC zeigte in
127,7 (+/- 26,0) von 1.000 doppelkernigen Zellen Mikrokerne und damit erneut
deutlich erhdhte Werte.
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4.1.1.3. Versuchsreihe 3
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Abbildung 4.3: Durchschnittliche Anzahl mikrokernhaltiger Zellen in 1.000
doppelkernigen Zellen der HaCaT-Zelllinie. Dargestellt sind Mittelwert mit
Standardabweichung aus vier Praparaten fiir Sham- (0 mW/cm?) und Terahertzexposition
(2 mW/cm?) sowie aus drei fiir die mit MMC, Vinblastin und UV-Licht behandelten und die
unbehandelt gebliebenen Zellen (3.000 ausgezahlte doppelkernige Zellen je Praparat).

In der dritten Versuchsreihe zeigte sich in den strahlenexponierten Proben in
durchschnittlich 82,8 (+/- 18,1) von 1.000 DK-Zellen ein Mikrokernvorkommen.
Die Negativkontrollen ergaben Werte von 74,2 (+/- 6,1) fur die Sham-Exposition
und 84,0 (+/- 22,1) fur die unbehandelten Zellen. Erwartungsgemalf’ war in den
MMC-Positivkontrollen die Anzahl mikrokernhaltiger Zellen erhéht (223,5
(+/- 37,1)). Dies galt auch fur die Vinblastinproben (142,9 (+/- 39,5)). Die UV-
Licht-Behandlung ergab einen Wert von 94,0 (+/- 15,0).
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4. Ergebnisse

41.1.4. Zusammenfassung Mikrokerne
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Abbildung 4.4: Durchschnittliche Anzahl mikrokernhaltiger Zellen in 1.000
doppelkernigen Zellen der HaCaT-Zelllinie. Dargestellt sind Mittelwert mit
Standardabweichung der drei einzelnen Versuchsreihen mit einer Gesamtzahl an
ausgewerteten doppelkernigen Zellen von 30.000 fur Sham- (0 mW/cm? und
Terahertzexposition (2 mW/cm? sowie 20.000 fir die mit MMC, 18.171 fiir die mit
Vinblastin, 18.000 fir die mit UV-Licht behandelten Zellen und 18.000 fiir die
unbehandelten Zellen (modifiziert und erganzt nach Hintzsche et al. 2012).

Als zusammenfassendes Ergebnis der drei Einzelversuche ergab sich aus
insgesamt 30.000 ausgewerteten doppelkernigen Zellen fir die Sham-
Expositionen eine mittlere Anzahl mikrokernhaltiger je 1.000 doppelkerniger
Zellen von 52,3 (+/- 19,2) verglichen mit 56,7 (+/- 23,2) fur die mit Terahertz
bestrahlten Exponate. Der Wert der unbehandelt gebliebenen Zellen lag bei
68,0 (+/-23,0), begrindet sich allerdings nur auf zwei Versuchsreihen. Die
Mitomycin C-Inkubationen zeigten durchschnittlich 140,2 (+/- 77,7), die
Vinblastin-Inkubationen 76,1 (+/- 58,7) und die mit UV-Licht behandelten Zellen

71,0 (+/- 31,5) mikrokernhaltige Zellen in 1.000 Doppelkernigen.
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4. Ergebnisse

4.1.2. Nukleare ,,Buds*
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Abbildung 4.5: Durchschnittliche Anzahl an Zellen mit nukledren ,,Buds®“ in 1.000
doppelkernigen Zellen der HaCaT-Zelllinie. Dargestellt sind Mittelwert mit Standard-
abweichung aus drei Priparaten (a 2.000 ausgezahite doppelkernige Zellen) fir Sham-
(0 mMW/cm?) und Terahertzexposition (2 mW/cm?) sowie aus zwei Praparaten (a 1.000
ausgezihlte doppelkernige Zellen) fiir die mit MMC und Vinblastin behandelten Zellen.

Die Auswertung der Sham-Exposition ergab eine durchschnittliche Anzahl an
Zellen mit mindestens einem nuklearen ,Bud” von 5,5 (+/- 0,9) je Tausend, das
Ergebnis der Exposition betrug 6,2 (+/- 2,1). In den mit MMC bzw. Vinblastin
behandelten Proben traten in durchschnittlich 18,5 (+/- 4,9) bzw. 12,0 (+/- 1,4)
Zellen nukleare ,Buds” auf.
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4. Ergebnisse

4.1.2.2. Versuchsreihe 2
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Abbildung 4.6: Durchschnittliche Anzahl an Zellen mit nukledren ,Buds“ in 1.000
doppelkernigen Zellen der HaCaT-Zelllinie. Dargestellt sind Mittelwert mit Standard-
abweichung aus vier Praparaten fiir Sham- (0 mW/cm?® und Terahertzexposition
(2 mW/cm?) sowie aus drei fiir die mit MMC, Vinblastin (n=7.171 siehe Text) und UV-Licht
behandelten und die unbehandelt gebliebenen Zellen (3.000 ausgezahlte doppelkernige
Zellen je Praparat).

Bei den Zellen der Exposition enthielten in 1.000 doppelkernigen Zellen
durchschnittlich 9,6 (+/- 3,4) Zellen einen oder mehrere nukleare ,Buds®. Die
Anzahl in Zellen der Sham-Expositionsreihe lag bei 9,1 (+/- 3,7). Ein ahnlicher
Wert ergab sich auch fur die unbehandelten Zellen mit 8,0 (+/- 4,3). Bei den mit
Mitomycin C behandelten Zellen zeigte sich eine durchschnittliche Erhéhung
auf 19,1 (+/- 12,9), bei den mit Vinblastin ein Ergebnis von 10,8 (+/- 6,4) und bei
den mit UV-Licht behandelten Zellen von 12,5 (+/- 2,0) Zellen mit mindestens

einem nuklearen ,Bud”.
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4. Ergebnisse

4.1.2.3. Versuchsreihe 3
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Abbildung 4.7: Durchschnittliche Anzahl an Zellen mit nukledren ,,Buds®“ in 1.000
doppelkernigen Zellen der HaCaT-Zelllinie. Dargestellt sind Mittelwert mit Standard-
abweichung aus vier Praparaten fiir Sham- (0 mW/cm?® und Terahertzexposition
(2 mW/cm?) sowie aus drei fiir die mit MMC, Vinblastin und UV-Licht behandelten und die
unbehandelt gebliebenen Zellen (3.000 ausgezahlte doppelkernige Zellen je Praparat).

Die durchschnittiche Anzahl an Zellen mit nuklearen ,Buds® in 1.000
doppelkernigen Zellen betrug 11,1 (+/- 1,0) bei der Exposition, 12,3 (+/- 2,0) bei
der Sham-Exposition und 15,7 (+/- 4,7) bei den unbehandelten Zellen. Erhohte
Werte ergaben sich mit 35,1 (+/- 1,3) fur die mit MMC und 42,0 (+/- 18,2) fur
die mit Vinblastin behandelten Zellen. Der Wert der UV-Licht Exponate betrug
15,5 (+/- 4,0).
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4. Ergebnisse

41.2.4. Zusammenfassung Nukleare ,,Buds*
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Abbildung 4.8: Durchschnittliche Anzahl an Zellen mit nukledren ,Buds“ in 1.000
doppelkernigen Zellen der HaCaT-Zelllinie. Dargestellt sind Mittelwert mit Standard-
abweichung der drei einzelnen Versuchsreihen mit einer Gesamtzahl an ausgewerteten
doppelkernigen Zellen von 30.000 fiir Sham- (0 mW/cm?) und Terahertzexposition
(2 mW/cm?) sowie 20.000 fiir die mit MMC, 18.171 fiir die mit Vinblastin, 18.000 fiir die mit
UV-Licht behandelten Zellen sowie 18.000 fiir die unbehandelten Zellen (*p<0,05
gegeniiber der Sham-Exposition).

Zusammengefasst zeigte sich bei den Sham-Expositionen eine mittlere Anzahl
von 9,0 (+/- 3,4) mindestens einen nuklearen ,Bud® beinhaltenden Zellen, fur
die Expositionen ergab sich ein annahernd identischer Wert von 8,9 (+/- 2,5).
Bei den mit Mitomycin C inkubierten Proben enthielten durchschnittlich 24,3
(+/-9,4) von Tausend einen oder mehrere NBUDs, was eine signifikante
Erhohung darstellte. Bei den Vinblastin-Inkubationen lag der Wert bei 21,6
(+/-17,7). Die mit UV-Licht behandelten und die unbehandelt gebliebenen
Zellen, die nur in Versuchsreihe 2 und 3 ausgewertet wurden, zeigten eine
durchschnittliche Anzahl von 14,0 (+/- 2,2) Zellen mit nukledren ,Buds® bei den

UV-Expositionen und von 11,8 (+/- 5,4) bei den unbehandelten Zellen.
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4. Ergebnisse

41.3. Nukleoplasmatische Briicken
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Abbildung 4.9: Durchschnittliche Anzahl an Zellen mit nukleoplasmatischen Briicken in
1.000 doppelkernigen Zellen der HaCaT-Zelllinie. Dargestellt sind Mittelwert mit
Standardabweichung aus drei Praparaten (a 2.000 ausgezahlte doppelkernige Zellen) fiir
Sham- (0 mW/cm?) und Terahertzexposition (2 mW/cm?) sowie aus zwei Praparaten (a
1.000 ausgezahlte doppelkernige Zellen) fiir die mit MMC und Vinblastin behandelten
Zellen.

Die Ergebnisse zeigten eine durchschnittliche Anzahl doppelkerniger Zellen mit
Vorhandensein von mindestens einer Kernbriicke von 0,3 (+/- 0,6) bei den
Sham-Expositionen und 1,0 (+/- 0,5) bei den Expositionen. Die mit MMC
behandelten Zellen enthielten Brickenstrukturen in durchschnittlich 3,5 (+/- 2,1)
und die Vinblastinpraparate in 2,0 (+/- 0,0) von 1.000 Zellen.
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4. Ergebnisse

4.1.3.2. Versuchsreihe 2
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Abbildung 4.10: Durchschnittliche Anzahl an Zellen mit nukleoplasmatischen Briicken in
1.000 doppelkernigen Zellen der HaCaT-Zelllinie. Dargestellt sind Mittelwert mit
Standardabweichung aus vier Praparaten fiir Sham- (0 mW/cm?) und Terahertzexposition
(2 mW/cm?) sowie aus drei fiir die mit MMC, Vinblastin (n=7.171 siehe Text) und UV-Licht
behandelten und die unbehandelt gebliebenen Zellen (3.000 ausgezidhlte doppelkernige
Zellen je Praparat).

Bei der Sham-Exposition ergab sich eine durchschnittliche Anzahl an Zellen, die
nukleoplasmatische Brucken enthielten, von 0,8 (+/-0,4) und bei der
Expositionsreihe von 0,7 (+/- 0,5) je 1.000 Doppelkernige. Die mit Substanzen
behandelten Zellen zeigten in dieser Versuchsreinhe keine erhohten Werte
bezlglich des Auftretens von Kernbricken. Diese kamen im Einzelnen in 0,6
(+/- 0,7) der mit Mitomycin C, 0,3 (+/- 0,6) der mit Vinblastin und 0,6 (+/- 0,5)
der mit UV-Licht behandelten Zellen vor. Bei den unbehandelten Zellen
befanden sich in durchschnittlich 0,7 (+/- 0,6) von 1.000 doppelkernigen Zellen

Briuckenstrukturen.
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4. Ergebnisse

4.1.3.3. Versuchsreihe 3
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Abbildung 4.11: Durchschnittliche Anzahl an Zellen mit nukleoplasmatischen Briicken in
1.000 doppelkernigen Zellen der HaCaT-Zelllinie. Dargestellt sind Mittelwert mit
Standardabweichung aus vier Praparaten fiir Sham- (0 mW/cm?) und Terahertzexposition
(2 mW/cm?) sowie aus drei fir die mit MMC, Vinblastin und UV-Licht behandelten und die
unbehandelt gebliebenen Zellen (3.000 ausgezahite doppelkernige Zellen je Praparat).

In der dritten Versuchsreihe ergab sich eine durchschnittliche Anzahl an kern-
bruckenhaltigen Zellen in 1.000 doppelkernigen Zellen von 1,0 (+/- 0,7) bei den
Sham-Expositionen und 0,7 (+/- 0,4) bei den mit Terahertzstrahlung relevanter
Leistungsflussdichte bestrahlten Zellen. Die mit Substanzen behandelten Zellen
lagen bei Werten von 0,3 (+/- 0,3) fir MMC, von 0,4 (+/- 0,5) fur Vinblastin und
von 0,5 (+/- 0,4) sowohl fur die mit UV-Licht behandelten als auch fur die

unbehandelten Zellen.
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4. Ergebnisse

41.3.4. Zusammenfassung Nukleoplasmatische Briicken
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Abbildung 4.12: Durchschnittliche Anzahl an Zellen mit nukleoplasmatischen Briicken in
1.000 doppelkernigen Zellen. Dargestellt sind Mittelwert mit Standardabweichung der drei
einzelnen Versuchsreihen mit einer Gesamtzahl an ausgewerteten doppelkernigen Zellen
von 30.000 fiir Sham- (0 mW/cm?) und Terahertzexposition (2 mW/cm?) sowie 20.000 fiir
die mit MMC, 18.171 fiir die mit Vinblastin, 18.000 fiir die mit UV-Licht behandelten Zellen
und 18.000 fiir die unbehandelten Zellen.

Die recht stark schwankenden Ergebnisse der einzelnen Versuchsreihen
ergaben zusammengefasst ein relativ. homogenes Bild. Die Anzahl
kernbruckenhaltiger Zellen in 1.000 Doppelkernigen lag im Mittel bei 0,7
(+/- 0,3) bei Zellen der Sham-Expositionsreihe und bei 0,8 (+/- 0,1) bei den mit
0,106 THz exponierten Proben. Die Werte der Vinblastingruppe (0,9 (+/- 0,9)),
der UV-Licht Gruppe (0,5 (+/- 0,1)) und der unbehandelt gebliebenen Zellen
(0,6 (+/-0,1)) lagen ebenfalls in diesem Bereich. Lediglich in den mit
Mitomycin C behandelten Zellen war mit 1,5 (+/- 1,8) von Tausend eine hdhere,

aber nicht signifikant erhohte Rate kernbrickenhaltiger Zellen festzustellen.
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4. Ergebnisse

41.4. Apoptosen
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Abbildung 4.13: Durchschnittliche Anzahl apoptotischer Zellen in 1.000 ausgezihiten
HaCaT-Zellen mit Angabe der Standardabweichung gewonnen aus drei Praparaten der
Sham- (0 mW/cm?) und der Terahertzexposition (2 mW/cm?) sowie zwei Praparaten der
MMC- und Vinblastin-Substanzinkubation.

Zur Wiedergabe der Zellmorphologie wurden je Praparat 1.000 Zellen
hinsichtlich ihrer Struktur ausgewertet und unterteilt in ein-, zwei- und
mehrkernige Zellen sowie apoptotische, mitotische (alle Phasen) und sonstige
Zellen. In Versuchsreihne 1 ergab sich eine Verteilung mit Angabe der
Standardabweichung von durchschnittlich 24 (+/- 14) Apoptosen fur Zellen der
Terahertzexposition gegenuber 16 (+/- 4) fur Zellen der Sham-Exposition. Bei
den Substanzinkubationen befanden sich in den mit Mitomycin C behandelten
Proben durchschnittlich 17 (+/- 3) und in den mit Vinblastin behandelten

Praparaten 24 (+/- 6) von 1.000 Zellen in Apoptose.
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41.4.2. Versuchsreihe 2
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Abbildung 4.14: Durchschnittliche Anzahl apoptotischer Zellen in 1.000 ausgezihlten
HaCaT-Zellen mit Angabe der Standardabweichung gewonnen aus vier Praparaten der
Sham- (0 mW/cm?) und der Terahertzexposition (2 mW/cm?) sowie drei Praparaten der
MMC- und Vinblastin-Substanzinkubation sowie der mit UV-Licht behandelten und der
unbehandelten Zellen.

Das Ergebnis von Versuchsreihe 2 belief sich bei den mit 0,106 THz behandel-
ten Zellen im Mittel auf 26 (+/- 12) und bei den Sham-Exponaten auf 10 (+/- 11)
Apoptosen je 1.000 Zellen. Die mit MMC behandelten Zellen zeigten mit 11
(+/- 6) ebenso wie die mit UV-Licht bestrahlten Zellen mit 29 (+/- 10) und die
unbehandelten Zellen mit 21 (+/- 6) ahnlich hohe Werte, wohingegen die mit
Vinblastin behandelten Zellen mit 195 (+/- 55) erwartungsgemalf} deutlich mehr

Apoptosen enthielten.
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4.1.4.3. Versuchsreihe 3
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Abbildung 4.15: Durchschnittliche Anzahl apoptotischer Zellen in 1.000 ausgezihlten
HaCaT-Zellen mit Angabe der Standardabweichung gewonnen aus vier Priaparaten der
Sham- (0 mW/cm?) und der Terahertzexposition (2 mW/cm?) sowie drei Praparaten der
MMC- und Vinblastin-Substanzinkubation sowie der mit UV-Licht behandelten und der
unbehandelten Zellen.

In der dritten Versuchsreihe ergaben sich aus den je Praparat ausgewerteten
1.000 Zellen folgende durchschnittliche Haufigkeiten an Apoptosen: 24 (+/- 4)
fur Zellen, die mit Terahertzstrahlung exponiert wurden, 27 (+/- 9) fur Zellen der
Sham-Exposition, 24 (+/- 11) fur die Mitomycin C-Reihe, 232 (+/- 54) fur die
Substanzinkubationen mit Vinblastin, 35 (+/- 18) flr die mit UV-Licht bestrahlten
und 20 (+/- 10) fur die unbehandelt gebliebenen Zellen. Somit zeigte sich auch
hier, wie bereits in Versuchsreihe 2, eine Zunahme an Apoptosen beim Vinca-
Alkaloid.
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4. Ergebnisse

41.4.4. Zusammenfassung Apoptosen
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Abbildung 4.16: Durchschnittliche Anzahl apoptotischer Zellen in 1.000 ausgezihlten
HaCaT-Zellen mit Angabe der Standardabweichung gewonnen aus drei Versuchsreihen
fur Zellen, die mit Terahertzstrahlung (2 mW/cm?) behandelt wurden, der zugehérigen
Sham-Exposition (0 mW/cm?), einer MMC- und Vinblastin-Substanzinkubation sowie, nur
in Versuchsreihe 2 und 3 durchgefiihrt, mit UV-Licht behandelte und unbehandelte
Zellen.

Die drei einzeln ausgewerteten Versuchsreihen ergaben bezlglich des
Auftretens von Apoptosen folgendes Ergebnis: Die strahlenexponierten Zellen
enthielten durchschnittlich 25 (+/- 1) Apoptosen in 1.000 Zellen. Das Ergebnis
der Sham-Exposition war mit 18 (+/- 8) apoptotischen Zellen zwar niedriger,
zeigte jedoch auch eine grof3ere Varianz. Die Substanzinkubationen enthielten
bei MMC 18 (+/- 7) und bei Vinblastin durchschnittlich 150 (+/- 111) Apoptosen
in der Auswertung. In Versuchsreihe 2 und 3 zeigten die Zellen nach UV-Licht-
Behandlung durchschnittlich 32 (+/-4) und die unbehandelten Zellen
durchschnittlich 21 (+/- 0) Apoptosen in 1.000 Zellen.
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4. Ergebnisse

4.1.5. Mitosen

4.1.51. Versuchsreihe 1

100 +

40 +

Mitosen / 1000 Zellen

20 +

0 mW/cm? 2 mW/cm? MMC VIN

Abbildung 4.17: Durchschnittliche Anzahl mitotischer Zellen in 1.000 ausgezihiten
HaCaT-Zellen mit Angabe der Standardabweichung gewonnen aus drei Praparaten der
Sham- (0 mW/cm?) und der Terahertzexposition (2 mW/cm?) sowie zwei Praparaten der
MMC- und Vinblastin-Substanzinkubation.

Unter Bertcksichtigung samtlicher Mitosestadien fanden sich als Ergebnis der
Versuchsreihe 1 in den drei unabhangigen Sham-Exponaten durchschnittlich
26 (+/- 4) und in den drei mit Terahertzstrahlung exponierten Praparaten durch-
schnittlich 48 (+/- 36) Mitosen je 1.000 Zellen, wobei hier ein Praparat mit 89
gezahlten Mitosen (im Vergleich zu 22 und 32 Mitosen in den beiden anderen
Praparaten dieser Versuchsreihe) flir den erhéhten Mittelwert und die hohe
Standardabweichung verantwortlich und wohl im Sinne eines ,Ausreil3ers® zu
werten ist. Die Zellen, die mit Mitomycin C behandelt wurden, enthielten in den
zwei Praparaten durchschnittlich 14 (+/- 4) und die mit Vinblastin behandelten
Zellen im Mittel 81 (+/- 18) Mitosen.
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4. Ergebnisse

4.1.5.2. Versuchsreihe 2
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Abbildung 4.18: Durchschnittliche Anzahl mitotischer Zellen in 1.000 ausgezihlten
HaCaT-Zellen mit Angabe der Standardabweichung gewonnen aus vier Priaparaten der
Sham- (0 mW/cm?) und der Terahertzexposition (2 mW/cm?) sowie drei Priaparaten der
MMC- und Vinblastin-Substanzinkubation sowie der mit UV-Licht behandelten und der
unbehandelten Zellen.

In Versuchsreihe 2 ergab sich flir die durchschnittliche Anzahl mitotischer in
1.000 ausgewerteten Zellen eines Praparates fur die Sham-Exposition aus vier
unabhangigen Proben ein Wert von 22 (+/- 5). Das Ergebnis der Expositionen
betrug 19 (+/-4). Die mittlere Anzahl an Mitosen in mit Mitomycin C be-
handelten Praparaten betrug 6 (+/-1) und die Anzahl in mit Vinblastin
behandelten Proben 32 (+/- 9). Zusatzlich zur ersten Versuchsreihe wurden
auch hier mit UV-Licht bestrahlte und unbehandelte Zellen untersucht, wobei
sich eine Mitoserate von 12 (+/-4) fur UV-Licht und 18 (+/-4) fir die
unbehandelt gebliebenen Zellen ergab.
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4.1.5.3. Versuchsreihe 3
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Abbildung 4.19: Durchschnittliche Anzahl mitotischer Zellen in 1.000 ausgezihlten
HaCaT-Zellen mit Angabe der Standardabweichung gewonnen aus vier Priaparaten der
Sham- (0 mW/cm?) und der Terahertzexposition (2 mW/cm?) sowie drei Priaparaten der
MMC- und Vinblastin-Substanzinkubation sowie der mit UV-Licht behandelten und der
unbehandelten Zellen.

Versuchsreihe 3 zeigte, bezogen auf sich zum Zeitpunkt der Fixation in Mitose
befindliche Zellen, folgende Verteilung: Die Praparate der Terahertzexposition
enthielten durchschnittlich 11 (+/- 4), die der Sham-Exposition 12 (+/- 5) und die
der unbehandelten Zellen 12 (+/- 7) mitotische Zellen. Die drei unabhangigen
mit MMC inkubierten Praparate enthielten 5 (+/-1) Mitosen in 1.000
ausgezahlten Zellen und die mit Vinblastin inkubierten 15 (+/- 4). Die mit UV-

Licht bestrahlten Zellen zeigten eine mittlere Anzahl an Mitosen von 8 (+/- 2).
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4. Ergebnisse

4.1.5.4. Zusammenfassung Mitosen
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Abbildung 4.20: Durchschnittliche Anzahl mitotischer Zellen in 1.000 ausgezihiten
HaCaT-Zellen mit Angabe der Standardabweichung gewonnen aus drei Versuchsreihen
fur Zellen, die mit Terahertzstrahlung (2 mW/cm?) behandelt wurden, die zugehérigen
Sham-Expositionen (0 mW/cm?), die MMC- und Vinblastin-Substanzinkubationen sowie,
nur in Versuchsreihe 2 und 3 durchgefiihrt, mit UV-Licht behandelte und unbehandelte
Zellen.

Zusammengefasst befanden sich in der THz-Expositionsreihe durchschnittlich
26 (+/-19) von 1.000 Zellen in Mitose. In den Sham-Expositionen waren
20 (+/-7) von 1.000 Zellen mitotisch. Die mit Mitomycin C inkubierten Zellen
enthielten im Vergleich mit 8 (+/- 5) weniger, die mit Vinblastin behandelten
Zellen mit 42 (+/- 34) mehr Mitosen. Die mit UV-Licht bestrahlten Zellen
enthielten durchschnittlich 10 (+/- 3) und die unbehandelten Proben 15 (+/- 4)
Mitosen in 1.000 Zellen.
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41.6. Cytochalasin-B-Proliferationsindex

4.1.6.1. Versuchsreihe 1
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Abbildung 4.21: Dargestellt ist der durchschnittliche Cytochalasin-B-Proliferationsindex,
der sich aus dem Verhidltnis von ein-, doppel- und mehrkernigen Zellen ergibt. Die
Grundlage bilden jeweils 1.000 ausgezahlte HaCaT-Zellen in drei bzw. zwei Praparaten
der Sham- (0 mW/cm? und Terahertzexpositionen (2 mW/cm?) bzw. der Substanz-
inkubationen (MMC, Vinblastin).

Ausgezahlt wurden hierfur je 1.000 Zellen in drei unabhangigen Praparaten fir
Exposition und Sham-Exposition und zwei Praparaten fur die Substanz-
inkubationen mit Mitomycin C und Vinblastin. Hierbei ergab sich fur die
Terahertzexpositionen ein durchschnittlicher CBPI von 1,53 (+/- 0,08), fur die
Sham-Expositionen von 1,55 (+/- 0,09) und von 1,28 (+/- 0,05) fur die MMC-
bzw. 1,31 (+/- 0,18) fur die Vinblastin-Substanzinkubationen.
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4.1.6.2. Versuchsreihe 2
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Abbildung 4.22: Dargestellt ist der durchschnittliche Cytochalasin-B-Proliferationsindex,
der sich aus dem Verhdltnis von ein-, doppel- und mehrkernigen Zellen ergibt. Die
Grundlage bilden jeweils 1.000 ausgezdhlte HaCaT-Zellen in vier bzw. drei Praparaten der
Sham- (0 mW/cm? und Terahertz-Expositionen (2 mW/cm?) bzw. der Substanzinku-
bationen (MMC, Vinblastin, UV-Licht) und der unbehandelten Praparate.

In der zweiten Versuchsreihe betrug der Cytochalasin-B-Proliferationsindex bei
den vier Praparaten, die mit 0,106 THz behandelt wurden, durchschnittlich 1,60
(+/- 0,05) und war damit nahezu identisch mit dem in den Praparaten der
Sham-Exposition (1,61 (+/- 0,04)). Zum Vergleich lag der Proliferationsindex der
unbehandelten Praparate bei 1,66 (+/- 0,02). Fur die Substanzinkubationen und
die UV-Licht Exposition, bei denen je drei Praparate a 1.000 Zellen ausgewertet
wurden, ergab sich folgende Situation: Die mit MMC behandelten Praparate
zeigten einen CBPI von durchschnittlich 1,44 (+/- 0,05), die mit Vinblastin
behandelten von 1,41 (+/- 0,04) und die mit UV-Licht bestrahlten Zellen von
1,39 (+/- 0,01).
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4.1.6.3. Versuchsreihe 3
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Abbildung 4.23: Dargestellt ist der durchschnittliche Cytochalasin-B-Proliferationsindex,
der sich aus dem Verhidltnis von ein-, doppel- und mehrkernigen Zellen ergibt. Die
Grundlage bilden jeweils 1.000 ausgezdhlte HaCaT-Zellen in vier bzw. drei Praparaten der
Sham- (0 mW/cm?) und Terahertz-Expositionen (2 mW/cm?) bzw. der Substanzinku-
bationen (MMC, Vinblastin, UV-Licht) und der unbehandelten Praparate.

Die Auswertung der Expositionspraparate ergab einen durchschnittlichen CBPI
von 1,70 (+/- 0,08), die der Sham-Expositionen von 1,71 (+/- 0,04). Zellen ohne
weitere Behandlung erreichten einen Wert von 1,72 (+/- 0,04). Bei den
ausgewerteten Praparaten der Ubrigen Proben ergaben die Substanzinkuba-
tionen mit MMC einen durchschnittlichen Proliferationsindex von 1,50 (+/- 0,01)
und die mit Vinblastin von 1,34 (+/- 0,02). Die mit UV-Licht bestrahlten Zellen
erreichten einen CBPI von 1,38 (+/- 0,09).
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41.6.4. Zusammenfassung Cytochalasin-B-Proliferationsindex
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Abbildung 4.24: Durchschnittlicher Wert des Cytochalasin-B-Proliferationsindex, der sich
aus dem Verhéltnis der ein-, doppel- und mehrkernigen Zellen ergibt. Die Grafik zeigt die
Durchschnittswerte ermittelt aus den drei einzelnen Versuchsreihen unter Angabe der
Standardabweichung fiir HaCaT-Zellen der Terahertzexposition (2 mW/cm?), der Sham-
Exposition (0 mW/cm?) und der zwei Substanzinkubationen (MMC, Vinblastin). Die
Datengrundlage fiir die mit UV-Licht behandelten und die unbehandelten Zellen sind nur
Versuchsreihe 2 und 3 (*p<0,05 gegeniiber der Sham-Exposition, modifiziert und erganzt
nach Hintzsche et al. 2012).

Zusammenfassend ergab sich bezogen auf den Proliferationsindex folgendes
Bild: Der durchschnittliche Wert fur die Zellen der Terahertzexposition betrug
1,62 (+/- 0,08) und entsprach damit dem der Sham-Exposition (1,62 (+/- 0,09)).
Die Substanzinkubationen erreichten niedrigere mittlere Proliferationsindizes
von 1,41 (+/- 0,12) fir MMC und 1,35 (+/- 0,05) fur Vinblastin, ein Wert von 1,38
(+/- 0,01) ergab sich fur die mit UV-Licht behandelten Zellen. Der Proliferations-
index der unbehandelten Zellen lag leicht Uber dem der Expositionen und
betrug 1,69 (+/- 0,04).
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4.2. Temperaturexpositionen

Die unabhangig von den Terahertzexpositionen durchgefuhrten Experimente
zum Einfluss von Temperatur auf die Zellteilung wurden in einem
Temperaturbereich von 37 °C bis 42 °C, mit Intervallen von je einem Grad
Celsius, durchgefuhrt und anschliel3end analog zu den Terahertzexpositionen
mittels Mikrokerntest ausgewertet. Der Versuch zu jeder Temperaturstufe
wurde dreimal wiederholt. Die Ergebnisse dieser drei getrennten Auswertungen
sind im Folgenden dargestellt. Die Auswertung von Mikrokernen, nuklearen
,Buds“ und nukleoplasmatischen Brlcken beruht je Probe auf 2.000
ausgewerteten doppelkernigen Zellen, die Angaben zur Apoptose- und
Mitosehaufigkeit und der Verteilung von ein-, doppel- und mehrkernigen Zellen

im Sinne des CBPI auf jeweils 1.000 Zellen.

Ein Teil der Ergebnisse wurde bereits verdffentlicht und ist entsprechend

gekennzeichnet.
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4.21. Mikrokerne

*
160 | * 2,00
L T
120 * 1150
X
: o
(= —
S 80+ 11,00 £
= * o
z [
= T
40 - 0,50
T
0 1 1 1 1 1 0,00
37°C 38°C 39°C 4°C  41°C 42°C

Abbildung 4.25: Durchschnittliche Anzahl an Zellen mit Mikrokernen mit Angabe der
Standardabweichung in 1.000 doppelkernigen Zellen gewonnen aus je drei Praparaten
nach 24-stiindiger Exposition bei angegebener Temperaturstufe durch Auswertung von
2.000 doppelkernigen Zellen je Praparat. Zusatzlich angegeben ist der Proliferationsindex
zur Beschreibung des Verhaltnisses von ein-, doppel- und mehrkernigen Zellen ermittelt
aus drei Praparaten je Temperaturstufe mit je 1.000 Zellen pro Praparat (*p<0,05
gegeniber 37 °C, modifiziert nach Hintzsche / Riese / Stopper 2012).

Die durchschnittliche Haufigkeit mikrokernhaltiger Zellen zeigte im Verlauf
betrachtet einen kontinuierlichen Anstieg des Auftretens. Ausgehend von einem
Basalwert bei 37 °C von durchschnittlich 28,3 (+/- 3,7) mikrokernhaltigen Zellen
je Tausend stieg die Haufigkeit Uber Werte von 44,7 (+/-5,0) bei 38 °C,
55,0 (+/- 19,6) bei 39 °C und 79,7 (+/- 38,6) bei 40 °C an und erreichte ein
Maximum bei 41 °C mit 106,0 (+/- 41,8) Mikrokernzellen je 1.000 DK-Zellen. Bei
42 °C fiel die Anzahl an Mikrokernzellen wieder ab und lag bei durchschnittlich
90,0 (+/- 20,8). Damit zeigte sich Uber samtliche Temperaturstufen eine

signifikante Erhohung der Mikrokernraten gegenuber dem Basalwert bei 37 °C.
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4.2.2. Nukleare ,,Buds*
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Abbildung 4.26: Durchschnittliche Anzahl an Zellen mit nuklearen ,,Buds* mit Angabe der
Standardabweichung in 1.000 doppelkernigen Zellen gewonnen aus je drei Praparaten
nach 24-stiindiger Exposition bei angegebener Temperaturstufe durch Auswertung von
2.000 doppelkernigen Zellen je Praparat. Zusatzlich angegeben ist der Proliferationsindex
zur Beschreibung des Verhaltnisses von ein-, doppel- und mehrkernigen Zellen ermittelt
aus drei Praparaten je Temperaturstufe mit je 1.000 Zellen pro Praparat.

Die Darstellung der durchschnittlichen Anzahl von Zellen mit nukledren ,Buds®
zeigte einen ahnlichen Verlauf wie die Haufigkeit mikrokernhaltiger Zellen.
Ausgehend von einem Basalwert bei 37 °C mit einem Mittelwert von
9,0 (+/- 3,0) Zellen mit mindestens einem ,Bud® in 1.000 doppelkernigen Zellen
sank die Anzahl zunachst auf 6,0 (+/- 2,6) bei 38 °C und stieg anschlieend
kontinuierlich Gber 7,7 (+/- 4,0) bei 39 °C und 11,5 (+/- 1,0) bei 40 °C bis zu
einem Maximum von 16,7 (+/- 9,3) Zellen mit NBUDs bei 41 °C. Wie auch bei
den Mikrokernen fiel bei 42 °C die Rate wieder ab und erreichte einen
durchschnittlichen Wert von 15,3 (+/- 6,3) Zellen mit einem oder mehreren

nuklearen ,Buds® in 1.000 ausgezahlten doppelkernigen Zellen.
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4.2.3. Nukleoplasmatische Briicken

2,0+ - 2,00

1,5 + % i % + 1,50

5 '

2 . =

S 10+ + 1,00 m

- (&)

om

o

Z 05 - ( 10,50
0,0 | | | | | 0,00

37°C 38°C 39°C 40°C 41°C 42°C

Abbildung 4.27: Durchschnittliche Anzahl an Zellen mit nukleoplasmatischen Briicken
mit Angabe der Standardabweichung in 1.000 doppelkernigen Zellen gewonnen aus je
drei Praparaten nach 24-stiindiger Exposition bei angegebener Temperaturstufe durch
Auswertung von 2.000 doppelkernigen Zellen je Praparat. Zusatzlich angegeben ist der
Proliferationsindex zur Beschreibung des Verhiltnisses von ein-, doppel- und
mehrkernigen Zellen ermittelt aus drei Praparaten je Temperaturstufe mit je 1.000 Zellen
pro Praparat.

Die durchschnittiche Anzahl an Zellen mit Kernbricken in 1.000
doppelkernigen Zellen zeigte zwar, wenn man von den Werten der 41 °C
Praparate einmal absieht, einen ahnlichen Verlauf wie bei den Mikrokernen mit
einem Anstieg bis 40 °C und anschlieBendem Abfall bei 42 °C, allerdings war
die Zunahme an Kernbrlicken aufgrund der grof3en Streuung der Ergebnisse
nicht statistisch signifikant. Die genauen Zahlen sowie eine Zusammenfassung

der Mikrokern- und NBUD-Daten zeigt folgende Tabelle:
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Probe Zellen mit
MK +/- SD NBUD +/- SD NPB +/- SD

37°C 28,3 3,7 9,0 3,0 0,0 0,0
38°C 447 5,0 6,0 2,6 0,2 0,3
39°C 55,0 19,6 7,7 4,0 0,3 0,3
40 °C 79,7 38,6 11,5 1,0 1,0 1,0
41 °C 106,0 41,8 16,7 9,3 0,0 0,0
42 °C 90,0 20,8 15,3 6,3 0,3 0,6

Tabelle 4.1: Grundlage fiir die Daten sind jeweils 2.000 ausgezihlte doppelkernige Zellen
einer Temperaturstufe, wobei jede Temperaturexposition dreimal durchgefiihrt wurde
und die Ergebnisse den Mittelwerten (+/- Standardabweichung) entsprechen. Die Zahlen
zeigen als Durchschnittswert in 1.000 doppelkernigen Zellen das Auftreten von
Mikrokernen (MK), nuklearen ,,Buds*“ (NBUD) und nukleoplasmatischen Briicken (NPB).
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Abbildung 4.28: Durchschnittliche Anzahl apoptotischer Zellen mit Angabe der
Standardabweichung in 1.000 Zellen gewonnen aus je drei Praparaten nach 24-stiindiger
Exposition bei angegebener Temperaturstufe (*p<0,05 gegeniiber 37 °C, modifiziert nach
Hintzsche / Riese / Stopper 2012).

Die Auswertung bezliglich der Apoptosen brachte als Ergebnis bei 37 °C eine
durchschnittliche Anzahl von 8 (+/- 3) und bei 38 °C von 9 (+/- 5) apoptotischen
in 1.000 ausgewerteten Zellen. Alle hoheren Temperaturen zeigten eine
Zunahme der Apoptoseraten auf Werte von 32 (+/- 5) bei 39 °C, 22 (+/- 21) bei
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40 °C, 25 (+/- 9) bei 41 °C und 22 (+/- 12) bei 42 °C. Die Werte waren alle, mit
Ausnahme der 40 °C Temperaturstufe, die eine hohe Varianz aufwies,

signifikant gegenuber dem Ausgangswert bei 37 °C erhdht.

4.2.5. Mitosen
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Abbildung 4.29: Durchschnittliche Anzahl mitotischer Zellen (alle Stadien) mit Angabe
der Standardabweichung in 1.000 Zellen gewonnen aus je drei Praparaten nach
24-stiindiger Exposition bei angegebener Temperaturstufe (*p<0,05 gegeniiber 37 °C).

Die Auswertung bezuglich der sich in Mitose befindlichen Zellen erfolgte unter
Berucksichtigung aller Mitosestadien. Bei 37 °C ergab sich eine
durchschnittliche Anzahl in 1.000 ausgezahlten Zellen von 21,7 (+/- 13,9), bei
38 °C von 19,0 (+/- 5,3), bei 39 °C von 29,0 (+/- 16,4), bei 40 °C von 12,3
(+/- 7,6), bei 41 °C von 35,0 (+/- 8,9) und bei 42 °C von 1,7 (+/- 1,2) mitotischen
Zellen und damit bis auf den signifikanten Abfall der Mitoserate bei 42 °C eine

temperaturunabhangig schwankende Verteilung.
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4.2.6. Cytochalasin-B-Proliferationsindex
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Abbildung 4.30: Durchschnittlicher Wert des Cytochalasin-B-Proliferationsindex mit
Angabe der Standardabweichung in 1.000 Zellen gewonnen aus je drei Praparaten nach
24-stiindiger Exposition bei angegebener Temperaturstufe (*p<0,05 gegeniiber 37 °C,
modifiziert nach Hintzsche / Riese / Stopper 2012).

Die Ergebnisse zeigten ausgehend von einem Basalwert des CBPI von
1,65 (+/- 0,15) bei 37 °C keine signifikant veranderten Werte bei 38 °C mit
1,76 (+/- 0,10), 39 °C mit 1,65 (+/- 0,18) und 40 °C mit 1,72 (+/- 0,03). Bei noch
hoheren Temperaturen war ein signifikanter Abfall der Proliferation
festzustellen: Bei der Temperaturstufe 41 °C ergab sich ein CBPI von 1,14
(+/- 0,06) und bei 42 °C von 1,25 (+/- 0,10).
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Eine Zusammenfassung der Ergebnisse apoptotischer und mitotischer Zellen

sowie des Cytochalasin-B-Proliferationsindex zeigt folgende Tabelle:

Probe Zellen mit
Apoptosen +/- SD Mitosen +/- SD CBPI +/- SD

37°C 8,0 3,5 21,7 13,6 1,65 0,15
38°C 9,3 5,1 19,0 53 1,76 0,10
39°C 31,7 9,1 29,0 16,4 1,65 0,18
40 °C 22,3 20,5 12,3 7,6 1,72 0,03
41 °C 25,3 9,3 35,0 8,9 1,14 0,06
42 °C 22,0 12,2 1,7 1,2 1,25 0,10

Tabelle 4.2: Grundlage fir die Daten sind jeweils 1.000 ausgezidhlte Zellen einer
Temperaturstufe, wobei jede Temperaturexposition dreimal durchgefiihrt wurde und die
Ergebnisse den Mittelwerten (+/- Standardabweichung) entsprechen. Die Zahlen zeigen
als Durchschnittswert in 1.000 Zellen den Anteil apoptotischer und mitotischer Zellen
sowie den Cytochalasin-B-Proliferationsindex als Proliferationsmarker.

Eine detaillierte Auflistung der jeweiligen Einzelwerte der Ergebnisse befindet
sich im Anhang.
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4.3. Western Blot: Hitzeschockproteinexpression

Zur Untersuchung der Expressionsrate von Hitzeschockproteinen der 70 kDa
Familie (Hsp70) wurden Proteinproben aus humanen Keratinozyten nach
24-stundiger Temperaturexposition zwischen 37 °C und 42 °C der Grof3e nach
elektrophoretisch aufgetrennt und nach spezifischer Antikdrperbehandlung

(Hsp70 und B-Aktin) das Bandenmuster ausgewertet.

80 kDa ==

58 kDa == —

46 kDa = (D Wy o wy - = gl

30 kDa ==
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Abbildung 4.31: Dargestellt ist das durch Western Blot entstandene Bandenmuster von
Proteinproben vitaler HaCaT-Zellen, die liber 24 Stunden einer bestimmten Temperatur
ausgesetzt waren (Angabe unterer Bildrand), nach Antikérperbehandlung gegen Hsp70
und B-Aktin. Am linken Bildrand dargestellt ist die Molekiilgroe in der Einheit kDa, die
der jeweiligen Bande entspricht.

In der Abbildung 4.31 zeigt sich eine erste Bande im erwarteten
Molekulmassenbereich der 70 kDa Hitzeschockproteine und eine zweite im
erwarteten Grolkenbereich des (-Aktins. Die Intensitat der Banden wurde zuerst

zueinander (Hsp70/B-Aktin) und anschlieBend zum Basalwert bei 37 °C ins

Verhaltnis gesetzt:
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37°C 38°C 39°C 40°C 41°C 42°C

Abbildung 4.32: Dargestellt ist die relative Auspragung der entstandenen Banden der
70 kDa Hitzeschockproteine in HaCaT-Zellen bei Auftrag gleicher Proteinmengen nach
verschiedenen Temperaturexpositionen iiber jeweils 24 Stunden bezogen auf den
Ausgangswert bei 37 °C.

Hierbei zeigte sich ein kontinuierlicher Anstieg der Expression der 70 kDa Hitze-
schockproteine von 37 °C bis zu einem Maximum bei 41 °C, bei dem die
3,36-fache Menge des Ausgangswertes nachgewiesen werden konnte. Bei
42 °C nahm die Hsp70-Expression wieder auf das Doppelte des
Ausgangswertes ab und zeigte damit einen ahnlichen Verlauf wie die

Auswertung der Mikrokernhaufigkeiten.
Vergleicht man in einer gemeinsamen Grafik die relative Zunahme der Hsp70

Expression mit der relativen Zunahme mikrokernhaltiger Zellen in 1.000

Doppelkernigen, so wird dieser Umstand noch deutlicher:
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Abbildung 4.33: Das Diagramm zeigt die relative Hsp70 Proteinmenge bezogen auf den
Wert bei 37 °C und parallel die Anzahl mikrokernhaltiger Zellen in 1.000 doppelkernigen

Zellen fiir den Temperaturbereich von 37 °C bis 42 °C im Vergleich.
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5. Diskussion

5.1. Terahertzexpositionen

Im Rahmen der Terahertzexpositionsversuche wurde flr diese Arbeit die
humane Keratinozyten-Zelllinie (HaCaT-Zellen) verwendet und nach unter-
schiedlicher Behandlung anhand der Kriterien des ,cytokinesis-block
micronucleus cytome assay“ hinsichtlich des Auftretens von Mikrokernen,
nuklearen ,Buds®, nukleoplasmatischen Bricken, Apoptosen und Mitosen sowie
des Verhaltnisses von ein-, doppel- und mehrkernigen Zellen ausgewertet.
Hierbei wurden mit elektromagnetischer Strahlung der Frequenz 0,106 THz und
einer Leistungsflussdichte von 2 mW/cm? Uber eine Dauer von 24 Stunden
exponierte Praparate mit ansonsten identisch behandelten Kontrollen
(Leistungsflussdichte 0 mW/cm?), den sogenannten Sham-Expositionen, und
unbehandelten Praparaten verglichen. Ferner wurden zum Vergleich und als
positive Kontrollen die Auswirkungen verschiedener Substanzinkubationen und
die Folgen der Bestrahlung mit UV-Licht ausgewertet, um sicherzustellen, dass
der verwendete Mikrokerntest die noétige Sensitivitat besitzt, auftretende
Veranderungen zu erfassen. Als alkylierende Substanz fuhrt Mitomycin C mit
seiner klastogenen Eigenschaft hierbei zu Chromosomenaberrationen, im
Mikrokerntest also zu einer Zunahme der Mikrokernraten, und Vinblastin durch
Hemmung des Spindelapparats und damit Chromosomenfehlverteilung unter

anderem zu einer Zunahme der Apoptosen.

Auf die Ergebnisse weiterer, nicht im Rahmen der vorliegenden Arbeit
ausgewerteter, aber im Zuge der Langzeitexposition mit Terahertzstrahlung
parallel gewonnener Daten von Mensch-Hamster-Hybridzellen (A.-Zellen,
CHO-Zellen mit menschlichem Chromosom 11) und humanen dermalen
Fibroblasten (HDF) wird an entsprechender Stelle eingegangen (Hintzsche et
al. 2012).

Die Auswertung der HaCaT-Zellen bezuglich des Auftretens von Mikrokernen,

die partiell bereits publiziert wurde, zeigte beim Vergleich der mit 2 m\W/cm?
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exponierten Zellen mit denen der mit 0 mW/cm? exponierten Zellen in allen drei
Versuchsreihen keine signifikante Erhohung. Die Ergebnisse waren
vergleichbar mit dem Auftreten von Mikrokernen in den unbehandelten
Exponaten. Lediglich die als Positivkontrolle dienenden, mit Mitomycin C
behandelten Praparate wiesen erwartungsgemal} eine deutliche Erhdhung der
Mikrokernraten auf, die allerdings statistisch nicht signifikant ausfiel. Die Daten
der A.-Zellen sowie der Fibroblasten zeigten bei den mit Terahertzstrahlung
exponierten Praparaten ebenfalls keinen strahlungsbedingten Anstieg der

Mikrokernraten im Vergleich zu den Kontrollen (Hintzsche et al. 2012).

Die Anzahl der ausgewerteten nuklearen ,Buds® und Kernbrucken unterschied
sich praktisch nicht von denen der Kontrollgruppen. Allerdings zeigte sich eine
Erhéhung bezlglich des Auftretens von nuklearen ,Buds® in den mit Vinblastin
und Mitomycin C behandelten Praparaten, wobei nur letztere statistische
Signifikanz aufwies. Zusatzlich war auch ein erhOhtes Auftreten von
nukleoplasmatischen Bricken in den mit Mitomycin C inkubierten Zellen zu
beobachten. Die A, -Zellauswertung zeigte keine Erhohung der Rate an
nuklearen ,Buds® oder Kernbrucken. Bei den humanen dermalen Fibroblasten
war lediglich eine geringe, allerdings nicht signifikante Erhohung der Anzahl

nuklearer ,Buds® in den exponierten Praparaten festzustellen.

Im Hinblick auf den kontrollierten Zelltod zeigten sich, auf3er in den mit
Vinblastin behandelten Praparaten, keine erhdhten Apoptoseraten. Dort war die
Rate apoptotischer Zellen zwar etwa sechsfach erhoht, allerdings liel3 die breite
Varianz der Ergebnisse, fur die hauptsachlich die ausbleibende Apoptose-
induktion nach Vinblastinbehandlung in den Zellen der Versuchsreihe 1
verantwortlich war, hierzu keine Signifikanzaussage zu. Die HDF- und A.-Zellen
zeigten nach Vinblastinbehandlung ebenfalls einen deutlichen Anstieg an

apoptotischen Zellen.

Die Auswertung der Mitoserate ergab gegenuber den Kontrollen einen Anstieg
in den mit Vinblastin behandelten Praparaten sowie leicht reduzierte
Mitoseraten nach Behandlung mit Mitomycin C und UV-Licht. Ahnlichkeiten

ergaben sich bei den HDF-Zellen, bei denen ebenfalls eine Zunahme der
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Mitoserate nach Vinblastinbehandlung zu beobachten war, sowie bei den A.-

Zellen, die einen Abfall der Mitoserate nach UV-Licht-Bestrahlung zeigten.

Die Zellteilungsaktivitat, essentiell fur eine mogliche Mikrokerninduktion, wurde
mit dem Cytochalasin-B-Proliferationsindex uberpruft und blieb nach
Terahertzbestrahlung gegenuber den Negativkontrollen unverandert. Bei den
als Positivkontrollen dienenden Substanzinkubationen zeigte sich hingegen ein
signifikant verminderter CBPI. Auch die Behandlung mit UV-Licht resultierte in
einem reduzierten Proliferationsindex, der allerdings aufgrund des zu geringen

Stichprobenumfangs (n=2) nicht signifikant ausfallen konnte.

Zusammenfassend betrachtet unterschieden sich die mit 0,106 THz bestrahlten
Proben in keinem der ausgewerteten Kriterien signifikant von den Kontrollen, in
den Positivkontrollen waren hingegen erwartungsgemaly Veranderungen
nachweisbar. Vor dem Hintergrund der zunehmenden Verwendung des
Terahertzbereiches stellt sich die Frage, wie dieses Ergebnis im Hinblick auf die

derzeitige Studienlage einzuordnen ist.

In der vorhandenen Literatur finden sich kaum Ergebnisse mit einem
vergleichbaren Versuchsaufbau zu Mikrokernuntersuchungen von mit Tera-
hertzstrahlung behandelten humanen Keratinozyten. Zwar nutzte die Mehrzahl
der existierenden Studien einen vergleichbaren Frequenzbereich von 0,1 bis
1 THz, meist wurden aber andere Untersuchungsmethoden oder Zellarten

verwendet.

Eine Studie, die Ergebnisse der Langzeitexpositionen sowie vom Aufbau her
identische Untersuchungen an HaCaT-Zellen beinhaltet, die ebenfalls mit einer
Frequenz von 0,106 THz bei jedoch geringeren Leistungsflussdichten von
0,04 mW/cm? bis 0,88 mW/cm? Uber 2 und 8 Stunden bestrahlt wurden, zeigte
beim Vergleich mit Kontrollen auch in diesen keinen Anstieg der
Mikrokernfrequenzen; in den untersuchten HDF-Zellen war gegenuber den
Sham-Expositionen ebenfalls keine erhdhte Anzahl an Mikrokernen

nachzuweisen (Hintzsche et al. 2012).
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Die Entstehung von Mikrokernen als Zeichen chromosomaler Schaden durch
Terahertzstrahlung sowie eine mogliche Veranderung des Zellzyklus wurde
darUber hinaus von zwei Studien an Lymphozyten aus Blutproben untersucht.
Die Bestrahlung erfolgte bei 0,12 THz und 0,13 THz Uber einen Zeitraum von
20 Minuten. In beiden Studien zeigte sich keine statistisch signifikante
Erhdhung der Mikrokernraten gegenuber den Kontrollen. Auch der als
Proliferationsmarker benutzte CBPI unterschied sich nicht signifikant von den
Kontrollen (Scarfi et al. 2003, Zeni et al. 2007). Eine Studie untersuchte die
Proben zusatzlich auf das Auftreten von nukleoplasmatischen Bricken, die in
den untersuchten doppelkernigen Zellen allerdings nicht nachgewiesen wurden
(Zeni et al. 2007: 354).

Eine Untersuchung aus dem Jahr 2003 beschaftigte sich mit den Auswirkungen
auf Differenzierung und Uberleben humaner Keratinozyten. Diese wurden mit
Strahlung der Frequenzen im Bereich von 0,2 — 3,0 THz und 0,1 — 2,7 THz fur
10, 20 und 30 Minuten bei einer vergleichbaren Leistungsflussdichte von
2,5 mW/cm? behandelt. Hierbei zeigten sich keine signifikanten Veranderungen
gegenuber den Kontrollen (Clothier / Bourne 2003). Bei einer spateren Studie
aus dem Jahr 2008 wurde daruber hinaus auch die Zellmorphologie und
Hitzeschockproteinsynthese beurteilt. Hierzu wurde gepulste Terahertz-
strahlung der Frequenz 0,140 THz bei einer Leistungsflussdichte von 0,1 —
0,25 mW/cm? und einer Expositionsdauer von 24 Stunden gewahlt. Die
untersuchten Parameter blieben nach Bestrahlung unverandert (Bourne et
al. 2008, Hintzsche 2011: 51).

Eine Bestimmung von Uberleben und Ausmal der =zelluldren Hitze-
schockreaktion als Zeichen fur zellularen Stress in humanen dermalen
Fibroblasten zeigte, dass nach Bestrahlung mit 2,52 THz bei einer Strahlungs-
intensitat von 84,8 mW/cm? Uber eine Dauer von 5 bis 80 Minuten, wenn man
die durchschnittlich stattgefundene Erwarmung von 3 °C beachtet, zum einen
sowohl in den der Terahertzstrahlung ausgesetzten Proben als auch in den
hyperthermisch behandelten Kontrollen mehr als 90 % der Zellen am Leben

blieben und zum anderen, dass keine, Uber den mit Temperatur behandelten
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Kontrollen liegende Steigerung der Hitzeschockreaktion festzustellen war,
folglich also die Wirkung der Terahertzstrahlung rein photothermischer Natur zu

sein schien (Wilmink et al. 2011).

Auch im Rahmen des THz-Bridge Projektes, eines europaweiten
Verbundprojektes zur Untersuchung Terahertz-induzierter Zellschaden, konnten
keine generellen biologischen Effekte von Terahertzstrahlung nachgewiesen
werden, allerdings wurden eine Veranderung der Membranpermeabilitat von
Liposomen und mogliche gentoxische Effekte in Lymphozyten beschrieben
(Gallerano 2004).

Der Beobachtung, dass Terahertzstrahlung in den meisten Untersuchungen
keine nachweisbaren Effekte verursachte, stehen Mitosestérungen und Genom-
instabilitaten gegenuber, die durch deren Einfluss beschrieben wurden. Eine
signifikant gesteigerte Rate an Mitosestorungen zeigte sich bei A-Zellen, die
uber eine Dauer von 30 Minuten Strahlung von 0,106 THz ausgesetzt waren,
fur Expositionen bei 0,43 mW/cm? und 4,3 mW/cm? in Ana- und Telophase der
Zellteilung. Hierbei traten vor allem zwischen den Tochterzellkernen zurtick-
gebliebene und fehlverteilte Chromosomen auf (Hintzsche et al. 2011). Da fehl-
verteilte Chromosomen oder Bruchstlcke dieser zur Entstehung von Mikro-
kernen fUhren kdnnen, ware in den mit 0,106 THz bestrahlten Praparaten ein
nachweisbarer Genomschaden in Form einer Steigerung der Mikro-
kernfrequenzen, insbesondere in den A, -Zellen, durchaus denkbar gewesen,
der allerdings anscheinend durch die beschriebenen Mitosestorungen nicht auf
Dauer verursacht wird. Genominstabilitaten zeigten sich in Lymphozyten nach
Bestrahlung mit 0,1 THz Uber 1, 2 und 24 Stunden, in denen es bei
0,031 mW/cm? zu Aneuploidien kam (Korenstein-llan et al. 2008). Da solche
numerischen Chromosomenaberrationen nicht als Mikrokerne in Erscheinung
treten, steht dieses Ergebnis zwar nicht im Widerspruch zu den dargestellten
Ergebnissen, die Tatsache, dass zwischen Aneuploidien und Krebsentstehung
eine Verbindung besteht (Pellman 2007), rechtfertigt allerdings vor dem
Hintergrund zunehmender Verbreitung das grofe wissenschaftliche Interesse

an der Klarung potentieller Risiken dieser Strahlung.
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5.2. Temperaturexpositionen

Die gentoxischen Auswirkungen einer uber 24 Stunden anhaltenden Tempera-
turerhdhung wurden systematisch in einem Bereich von 37 °C bis 42 °C an
humanen Keratinozyten (HaCaT-Zellen) untersucht. Hierbei wurde der Mikro-

kerntest benutzt, um das Ausmal} entstandener Genschaden zu beurteilen.

Verglichen mit den 37 °C Werten war Uber samtliche Temperaturstufen eine
signifikante Erhéhung der Mikrokernraten festzustellen. Das Maximum
erreichten die Proben nach Exposition mit 41 °C, in denen beinahe viermal so
viele Mikrokerne wie in den Kontrollen beobachtet wurden. Bei 42 °C war die
Anzahl an Mikrokernen wieder leicht ricklaufig (Hintzsche / Riese / Stopper 2012).
Ein ahnlicher Verlauf zeigte sich bei den nuklearen ,Buds®, deren Rate zwar bei
38 °C zuerst leicht sank, danach aber analog zu den Mikrokernen bis zu einem
Maximum bei 41 °C kontinuierlich anstieg und bei einer Temperatur von 42 °C
ebenfalls leicht abfiel. Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlieRen, dass es
durch Temperaturerhdhung zu einer proportionalen Zunahme chromosomaler
Schaden in den HaCaT-Zellen in vitro kommt. Diese entstehen wahrscheinlich
insbesondere durch hitzebedingte Funktionseinbulen der fur die Trans-
kriptions- und Translationsprozesse bendtigten Proteine, was letztendlich zu

Genominstabilitat und chromosomalen Aberrationen fuhrt (Roti Roti 2008: 5-7).

Die Beeinflussung fundamentaler intrazellulare Prozesse zeigte sich auch an
der Zahl apoptotischer Zellen. Wahrend bei 37 °C und 38 °C die Apoptoserate
annahernd konstant blieb, war die Anzahl in Apoptose gegangener Zellen in
den 39 °C-, 41 °C- und 42 °C-Praparaten signifikant, in den 40 °C-Praparaten
zwar deutlich, aufgrund der gro3en Varianz der Ergebnisse aber nicht
signifikant erhoht (Hintzsche / Riese / Stopper 2012).

Die Proliferationsraten, die in Form des Cytochalasin-B-Proliferationsindex
ermittelt wurden, waren bis zu einer Temperatur von einschlieRlich 40 °C
annahernd unverandert, bei 41 °C und 42 °C allerdings signifikant reduziert
(Hintzsche / Riese / Stopper 2012).
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Somit zeigte sich im Gegensatz zu der temperaturabhangig kontinuierlich
steigenden Rate an Mikrokernen sowohl fur die Apoptosen als auch fur den
CBPI ein Schwellenwert, ab dem es zu einer signifikanten Veranderung der
ermittelten Werte kam. Auch die Mitoserate schien bei 42 °C signifikant
abzufallen. Die breite Streuung der Ergebnisse und fehlende weitere
Vergleichswerte bei noch héheren Temperaturen lieRen darlber allerdings nur

eingeschrankte Aussagen zu.

Insgesamt entsprachen damit die dargestellten Ergebnisse vielen anderen
Untersuchungen zu diesem Thema: In CHL-Zellen (,chinese hamster lung
cells*) konnten ebenfalls vermehrte chromosomale Aberrationen nach
Inkubation bei 40 °C, 41 °C und 42 °C sowie ein Anstieg der Mikrokerne fur die
Temperaturen 40 °C und 42 °C nachgewiesen werden (Asanami / Shimono /
Kaneda 2001). Auch in Lymphozyten stieg durch eine Temperaturbehandlung
mit 42 °C die Mikrokernzahl proportional mit der Zeit, wahrend der diese
stattfand, an (Komae / Hibino / Sugano 1999).

Daruber hinaus zeigte sich, dass sich durch die Kombination von Hyperthermie
mit einer Noxe, wie zum Beispiel Radiotherapie, deren genschadigende
Wirkung im Vergleich zur Einwirkung in normothermer Umgebung noch weiter
steigert. Verglichen wurde die Mikrokernentstehung in Lymphozyten durch
137Cs-Strahlung (0 - 4 Gy) bei 43,5 °C und 37 °C, wobei die Anzahl der Mikro-
kerne in den hyperthermisch behandelten Proben signifikant Uber der in bei
37 °C bestrahlten Kontrollen lag (Lee et al. 1998).

Eine durch Hyperthermie induzierte Entstehung von Mikrokernen war ferner in
in-vivo-Experimenten, beispielsweise im Knochenmark von Mausen, zu beob-
achten. Bei diesen fuhrte eine Erhohung der Koérpertemperatur auf etwa 40,5 °C
zu einem signifikanten Anstieg der Mikrokernfrequenzen gegentber den

Kontrollen (Asanami / Shimono 1997).

Ferner stort Hyperthermie den Zellzyklus, indem die DNA-Replikation
beeinflusst wird. Es ist bekannt, dass Zellen wahrend der entsprechenden Syn-

thesephase ganz besonders anfallig fur eine einwirkende Temperaturerhdhung
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sind, die, wenn sie langer andauert, die Reparatur von bei ihrer Entstehung
noch potentiell reversiblen Schaden verhindert (Roti Roti 2008: 7). So konnte
gezeigt werden, dass es durch Einwirkung einer Temperatur von 41,5 °C zu
einer Anhaufung der Zellen in der Synthesephase kam. Ein Kontrollpunkt
verhinderte zunachst, dass Zellen, die durch Hyperthermie an ihrer
vollstandigen DNA-Replikation gehindert wurden, in die Mitose eintreten
konnten. Bei Fortbestehen der Temperaturerhdhung wurde allerdings dieser
Kontrollpunkt ab einer gewissen, sich mit der Zeit ansammelnden Konzentration
Mitose-regulierender Proteine auch schon vor einer vollstandigen DNA-
Replikation Uberschritten, was in den entsprechenden Zellen zum Zelltod fuhrt
(Mackey et al. 1996, Roti Roti 2008: 7). Die Auswirkungen von Hyperthermie
auf Zellzyklus und Uberleben wurden auch an CHO-Zellen untersucht. Zellen,
die sich zum Zeitpunkt der Temperaturbehandlung in der G1-Phase des
Zellzyklus befanden, zeigten hoéhere Uberlebensraten als eine asynchrone
Population, die auch Zellen der temperaturempfindlichen S-Phase beinhaltete.
Dartber hinaus war neben einer zu erwartenden Proportionalitat zwischen der
Anzahl untergegangener Zellen und dem Ausmal} der Temperaturerhohung
sowie der Dauer der Temperatureinwirkung zu beobachten, dass zwischen
42 °C und 42,5 °C die Zellen besonders anfallig auf Temperaturveranderungen

reagierten (Sapareto et al. 1978).

Im Gegensatz zu vielen anderen Studien, die eher gezielt und punktuell
einzelne Temperaturen herausgriffen, betrachtet diese Arbeit unter Verwendung
des ,cytokinesis-block micronucleus cytome assay“ einen zusammenhan-
genden Temperaturbereich. Nicht hinreichend erklarbar bleibt allerdings die
Tatsache, dass es nach vorangegangener kontinuierlicher Zunahme der
Gentoxizitatsmarker bei 42 °C zu einer Abnahme der Mikrokernraten im
Vergleich zu den mit 41 °C behandelten Proben kam. Da die Anzahl an
Mikrokernen bei 42 °C nicht wesentlich erniedrigt war und innerhalb der
einfachen Standardabweichung des durchschnittlichen 41 °C Wertes lag sowie
die Temperaturempfindlichkeit von Zellen im Bereich um 42 °C stark variiert
(Sapareto et al. 1978: 395, Takahashi et al. 2004: 8841), kommt eine

statistische Ursache in Betracht. Andererseits zeigte sich dieser Verlauf zum
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einen auch bei Betrachtung der nuklearen ,Buds®, zum anderen stieg bei 42 °C
die Proliferation wieder leicht an und die Apoptoserate sank geringflgig, so
dass auch eine gesteigerte Thermotoleranz in den Zellen zu diesen

Ergebnissen gefuhrt haben konnte. Letztlich bleibt die Ursache aber unklar.

5.3. Western Blot

Zur Untersuchung des Ausmales der auftretenden Hitzeschockreaktion in den
humanen Keratinozyten und fir Vergleiche zwischen Hitzeschockprotein-
expression und ermitteltem Genomschaden wurden kultivierte HaCaT-Zellen
Uber 24 Stunden bei Temperaturen zwischen 37 °C und 42 °C inkubiert, die
Proteine isoliert und mittels Western Blot quantifiziert. Die Ergebnisse wurden
mit Hilfe der B-Aktin-Proteinmenge normalisiert und in Relation zum

Ausgangswert bei 37 °C gesetzt.

Die 70 kDa Hitzeschockproteine zeigten quantitativ eine Zunahme der Banden
fur samtliche Temperaturen grof3er 37 °C mit einem kontinuierlichen Anstieg bis
zu einem Maximum bei 41 °C, bei dem die nachgewiesene Proteinmenge dem
3,36-fachen des Ausgangswertes entsprach, und einen anschlielfienden

Rickgang der Proteinexpression bei 42 °C.

Die Menge des konstitutiv exprimierten 3-Aktins nahm hingegen bei steigender
Temperatur, mit Ausnahme des 42 °C Wertes, kontinuierlich ab. Da dieses
.,Housekeeping-Gen“ nicht den regulatorischen Einflissen der Hitzeschock-
reaktion unterliegt, ist von einer generellen, temperaturbedingten Abnahme der
Syntheseleistung der Zellen auszugehen. Bei 42 °C liegt moglicherweise ein
Pipettier- oder Photometriefehler vor, der allerdings aufgrund der
Normalisierung das dargestellte Ergebnis der Hsp70 Proteinsynthese nicht

beeinflusst.

Der generelle Verlauf der zunehmenden Hitzeschockproteinsynthese entsprach
der erwarteten Hitzeschockreaktion und korrelierte mit dem durch die
Hyperthermie verursachten zellularen Stress. Dies zeigte sich beim Vergleich
der 70 kDa Hitzeschockproteinexpression mit der durchschnittlich aufgetretenen

Anzahl mikrokernhaltiger Zellen (siehe Abbildung 4.33, Seite 65, Korrelations-
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koeffizient: 0,91), einem Marker fur Gentoxizitat. Ein ahnlicher Verlauf zeigte
sich auch beim Vergleich mit den nukleare ,Buds® beinhaltenden Zellen (siehe
Abschnitt 4.2.2, Seite 57, Korrelationskoeffizient: 0,71).

Erst bei 42°C wurde ein Rickgang der Proteinexpression beobachtet,
mdglicherweise aufgrund einer temperaturinduzierten Stérung der Hitze-

schockreaktion.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden immortalisierte humane Keratinozyten
(HaCaT-Zelllinie) uber eine Dauer von 24 Stunden mit Terahertzstrahlung der
Frequenz 0,106 THz und einer Leistungsflussdichte von 2 mW/cm? behandelt
und anschliefend mittels ,cytokinesis-block micronucleus cytome assay*
ausgewertet. Ferner wurden Proben der gleichen Zelllinie uber einen Zeitraum
von 24 Stunden Temperaturen zwischen 37 °C und 42 °C ausgesetzt und zum
einen auf Hinweise fur Gentoxizitat mit Hilfe des Mikrokerntests untersucht und
zum anderen mittels Western Blot die Expressionsrate von Hitzeschock-

proteinen der 70 kDa Familie bestimmit.

Die der Terahertzstrahlung ausgesetzten Zellen zeigten gegenuber den
Kontrollen keine signifikanten Veranderungen der Marker fur chromosomale
Aberrationen oder der Zellteilung. Die der erhohten Temperatur ausgesetzten
Zellen zeigten einen signifikanten Anstieg der Mikrokernraten und weiterer
Marker fur Gentoxizitat sowie eine damit korrelierende Zunahme der
synthetisierten Proteinmenge der Hsp70 Proteine im Rahmen der

Hitzeschockreaktion.
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7. Summary

In this dissertation HaCaT human keratinocytes were exposed to terahertz
radiation (0.106 THz) and to different temperatures from 37 °C to 42 °C for
24 hours. Using the “cytokinesis-block micronucleus cytome assay’ the
appearance of different markers of genomic damage was analysed and
compared to negative controls. Furthermore the heat-induced expression rate of

the heat shock protein 70 was determined between 37 °C and 42 °C.

The cells exposed to terahertz radiation showed no statistically significant
elevation of genomic damage markers or change of proliferation compared to
the controls. The hyperthermia-treated cells showed significantly increased
micronucleus frequencies and an elevated heat-shock protein expression for

temperatures above 37 °C.
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9.1. Ergebnisse der Terahertzexpositionen

Expositions- Zellen mit ausgewertete
Behandlung Probe CBPI
reihe MK (MW) | NBUDs (MW) | NPB (MW) DK-Zellen

D1 55,5 6,0 0,0 1,50 2.000

R1 D2 32,5 45 0,0 1,47 2.000

D3 26,0 6,0 1,0 1,62 2.000

D1 43,3 11,7 0,7 1,62 3.000

Sham. o D2 33,7 37 0,3 1,60 3.000

N D3 43,0 10,0 1,3 1,65 3.000

Exposition D4 59,0 11,0 1,0 1,56 3.000

D1 79,0 13,7 0,7 1,67 3.000

D2 65,3 11,3 0,3 1,72 3.000

R3 D3 77,0 10,0 2,0 1,75 3.000

D4 75,3 14,3 1,0 1,70 3.000

D1 32,5 55 0,5 1,47 2.000

R1 D2 60,0 8,5 1,0 1,64 2.000

D3 23,5 45 1,5 1,54 2.000

D1 37,3 50 0,3 1,53 3.000

Terahorts o D2 44,7 12,3 0,3 1,60 3.000

- D3 50,0 12,0 1,3 1,64 3.000

Exposition D4 62,7 9,0 1,0 1,62 3.000

D1 77,3 10,7 0,7 1,61 3.000

D2 80,0 12,3 1,3 1,68 3.000

R3 D3 108,3 11,3 0,7 1,77 3.000

D4 65,7 10,0 0,3 1,76 3.000

21 D1 80,0 15,0 2,0 1,31 1.000

D2 59,0 22,0 5,0 1,24 1.000

D1 103,3 14,7 0,0 1,40 3.000

MG R2 D2 155,0 33,7 1,3 1,50 3.000

D3 124,7 9,0 0,3 1,42 3.000

D1 190,7 36,0 0,0 1,49 3.000

R3 D2 263,7 33,7 0,3 1,51 3.000

D3 216,0 35,7 0,7 1,50 3.000

N D1 30,0 13,0 2,0 1,19 1.000

D2 36,0 11,0 2,0 1,44 1.000

D1 49,0 17,3 0,0 1,45 3.000

R2 D2 42,7 45 0,0 1,41 2.000

VIN D3 65,3 10,7 1,0 1,37 2171

D1 117,0 24,7 0,0 1,32 3.000

R3 D2 188,3 61,0 1,0 1,35 3.000

D3 123,3 40,3 0,3 1,34 3.000
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D1 50,7 14,7 10 1,40 3.000
R2 D2 44,7 11,0 0,7 1,38 3.000

D3 51,7 17 0,0 1,38 3.000

uv D1 89,0 143 0,0 135 3.000

R3 D2 81,3 12,3 0,7 1,30 3.000

D3 1103 20,0 0,7 147 3.000

D1 39,7 57 0,0 1,68 3.000

R2 D2 57,0 13,0 1,0 1,65 3.000

D3 57,0 53 1,0 1,64 3.000

Unbehandeit D1 79,7 18,7 10 1,71 3.000
R3 D2 107,7 18,0 03 1,68 3.000

D3 64,0 10,3 03 1,76 3.000

Tabelle 9.1: Ergebnisse der Terahertzauswertung (Teil 1) mit Angabe der Praparate, der
durchschnittlich vorkommenden Mikrokerne/NBUDs/NPB (jeweils bezogen auf 1.000
doppelkernige Zellen), des Cytochalasin-B-Proliferationsindexes sowie der Anzahl der
hierfiir ausgewerteten doppelkernigen Zellen.

Expositions-
Behandlung reihe Probe Einkernig | Zweikernig | Mehrkernig | Apoptose Mitose Sonstige

D1 487 474 5 11 22 1

R1 D2 518 408 18 19 29 8

D3 366 577 8 18 28 3
D1 371 581 6 5 27 10

Sham- D2 390 548 9 27 19 7
Exposition R2 D3 342 628 5 4 17 4
D4 429 533 4 5 24 5

D1 350 598 27 14 10 1

D2 288 652 17 34 7 2

R3 D3 242 688 9 32 18 11

D4 303 642 12 27 12 4

D1 521 433 8 13 22 3

R1 D2 343 603 3 18 32 1

D3 400 460 5 40 89 6

D1 444 501 3 29 16 7

Terahertz R2 D2 380 552 5 39 17 7
- D3 349 605 5 9 24 7
Exposition D4 375 568 9 26 19 3
D1 386 564 11 30 6 3

D2 327 616 17 22 15 3

R3 D3 235 708 18 20 14 5

D4 253 688 21 25 8 5

R1 D1 491 463 8 19 17 2

D2 633 329 8 15 11 4

D1 592 391 2 5 7 3

R2 D2 492 484 2 12 5 5

MMC

D3 574 390 9 17 6 4

D1 506 463 10 13 6 2

R3 D2 479 471 8 35 5 2

D3 491 467 8 25 4 5
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N D1 588 319 5 19 68 1
D2 498 375 6 28 93 0

D1 461 359 6 132 33 9

—— R2 D2 440 287 8 216 40 8
D3 464 255 5 236 22 18

D1 546 249 3 182 11 9

R3 D2 436 227 4 290 19 24

D3 503 232 10 225 14 16

D1 590 363 12 21 8 6

R2 D2 601 344 11 25 14 5

V-Lisht D3 594 333 12 40 15 6
D1 620 297 14 50 8 1

R3 D2 684 285 6 15 6 4

D3 507 432 7 39 9 6

D1 319 625 12 18 22 4

R2 D2 347 606 13 16 14 4

D3 349 591 10 28 18 4

Unbehandelt D1 305 654 20 9 9 3
R3 D2 312 621 13 27 20 7

D3 245 707 12 25 6 5

Tabelle 9.2: Ergebnisse der Terahertzauswertung (Teil 2) mit Angabe der Préaparate und
der Haufigkeit der einkernigen, doppelkernigen und mehrkernigen Zellen sowie der
apoptotischen, mitotischen (alle Phasen) und sonstigen Zellen bestimmt aus jeweils
1.000 ausgezihlten Zellen des jeweiligen Préaparates.

9.2. Ergebnisse der Temperaturexpositionen

Zellen mit
Temperatur Probe CBPI
MK (MW) NBUDs (MW) NPB (MW)

1 25,5 12,5 0,0 1,54

37 °C 2 27,0 7,5 0,0 1,83
3 32,5 7,0 0,0 1,59

1 39,0 8,0 0,0 1,88

38 °C 2 48,5 3,0 0,5 1,70
3 46,5 7,0 0,0 1,71

1 38,0 7,0 0,5 1,70

39 °C 2 50,5 4,0 0,0 1,80
3 76,5 12,0 0,5 1,44

1 72,0 11,5 0,0 1,72

40 °C 2 45,5 12,5 2,0 1,75
3 121,5 10,5 1,0 1,70
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1 108,5 14,0 0,0 1,20
41°C 2 146,5 27,0 0,0 1,08
3 63,0 9,0 0,0 1,13
1 69,0 10,5 0,0 1,22
42 °C 2 90,5 22,5 0,0 1,17
3 110,5 13,0 1,0 1,36

Tabelle 9.3: Ergebnisse der Temperaturexpositionen (Teil 1) mit Angabe der Praparate,
der ausgezahlten Mikrokerne/NBUDs/NPB je 1.000 doppelkernige Zellen (gemittelt aus
2.000 ausgezihlten doppelkernigen Zellen je Praparat) und des Cytochalasin-B-
Proliferationsindexes.

Temperatur Probe Einkernig Zweikernig Mehrkernig Apoptose Mitose Sonstige
1 402 559 7 4 17 11
37°C 2 128 840 7 10 11 4
3 316 631 4 10 37 2
1 132 821 16 8 21 2
38°C 2 255 706 10 5 23 1
3 290 668 9 15 13 5
1 280 630 7 40 33 10
39°C 2 116 829 7 33 11 4
3 422 501 6 22 43
1 264 658 5 43 19 11
40 °C 2 191 748 22 22 14 3
3 296 685 11 2 4 2
1 603 294 4 33 45 21
41°C 2 816 134 0 15 28 7
3 744 185 6 28 32 5
1 749 204 5 36 1 5
42 °C 2 790 186 2 16 3 3
3 603 364 10 14 1 8

Tabelle 9.4: Ergebnisse der Temperaturexpositionen (Teil 2) mit Angabe der Praparate
und der Haufigkeit der einkernigen, doppelkernigen und mehrkernigen Zellen sowie der
apoptotischen, mitotischen (alle Phasen) und sonstigen Zellen bestimmt aus jeweils
1.000 ausgezihlten Zellen des jeweiligen Préaparates.
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