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Kurzreferat

In der vorliegenden Arbeit wurden Lymphozyten von Patienten mit einem kutanen T-Zell-
Lymphom hinsichtlich der Induktion frihapoptotischer Ereignisse in einem Zeitraum bis zu

4 Stunden nach extrakorporaler Photopherese untersucht. Des Weiteren wurde ein in vitro-
Testsystem zur Analyse der Zeitkinetik und der Abhangigkeit der Apoptoserate von der
UVA-Dosis und der 8-Methoxypsoralen-(8-MOP) Konzentration etabliert. Mittels der
Durchflusszytometrie wurden die friih- und spatapoptotischen Ereignisse untersucht. Eine
Differenzierung der Ereignisse erfolgte mit der alleinigen Annexin V-Farbung (Ann*) oder mit
der Kombination Annexin V/Propidiumjodid-Farbung (Ann*/PI). Mit Hilfe des
Bromdesoxyuridineinbaus wurde der prozentuale Anteil von Zellen mit DNA-Strangbriichen
als Merkmal der spaten Apoptose bestimmt. Nach Optimierung der in vitro-Testbedingungen
erfolgten, auf Grund der klinischen Relevanz, die Untersuchungen mit einer UVA-Dosis von
2 J/cm? und einer 8-MOP-Konzentration von 200 ng/ml. Sowohl im in-vitro System unter
definierten Bedingungen als auch bei der Analyse der Lymphozyten von Patienten nach
extrakorporaler Photopherese konnte eine Induktion frih- (1 bis 4 Stunden) und
spatapoptotischer (24 Stunden) Ereignisse nachgewiesen werden. Die Hitzebelastung zur
Modulation der apoptotischen Ereignisse fiihrte in der vorliegenden in vitro-Studie zu keiner
Verminderung der UV-induzierten Apoptose. Des weiteren erfolgte die Analyse der
Expression des intrazellularen und oberflachlichen Hitzeschockproteins Hsp27 und des
Bromdesoxyuridineinbaus in die DNA-Strangbriiche zur Bestimmung und Differenzierung
frih- und spatapoptotischer Ereignisse nach UVA-Bestrahlung und/oder Hitzeschock. Die
dargestellten Ergebnisse zeigen, dass sowohl verzdgert (24 Stunden nach Belastung) als

auch friihzeitig (nach 4 Stunden) der programmierte Zelltod induziert wird.
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1 Einleitung

1.1 Grundlagen der Photobiologie

1.1.1  Allgemeine Wirkung der UV-Strahlung

Das gesamte Sonnenlicht umfasst ein Wellenlangenspektrum von 200 bis 800 nm. Die
maximale Energie liegt zwischen 450 bis 500 nm. Die ultraviolette Strahlung wird in drei
Arten unterteilt: UVA (320 bis 400 nm) verantwortlich fur die sofort Pigmentierung, UVB (290
bis 320 nm) fur Erythembildung und Spatpigmentierung und UVC (200 bis 290 nm) far
strahleninduzierte biologische Schadlichkeit mit mutagenen und antimikrobiellen Aktivitaten

[1]. Sowohl UVB als auch UVA kénnen tumorinitiierend und tumorprovozierend wirken.

Die UVA-Strahlung kann Substanzen aktivieren, die die Strahlenempfindlichkeit erhdhen
und dadurch Basenschadigungen bewirken. In Kombination mit Sauerstoff bildet UVA
indirekt Kation-Radikale [7]. Photosensibilisierende Substanzen kénnen die schadigenden
Effekte der UVA-Strahlung an Proteinen, Lipiden und der DNA verstarken. Die Energie der
UVA-Strahlen kann indirekt auf die DNA Ubertragen werden. Dies erfolgt in erster Linie
durch die Bildung reaktiver Sauerstoffmetabolite, die dann Schaden an Proteinen, Lipiden
und der DNA hervorrufen. Kann die Zelle diese Schaden nicht reparieren, wird der Zelltod

eingeleitet.

Durch die UVB-Strahlung hingegen wird die Bildung von Pyrimidindimeren induziert. Eine
direkte Strahlenabsorption der UVB-Strahlung durch die Nukleinsduren kann zur
Dimerisierung von Basen flihren, zur Deaminierung, zu Einzel- oder Doppelstrangbriichen
[46, 59]. In Abhangigkeit der Strahlendosis kdénnen diese DNA-Schaden repariert werden
und die Zellen wachsen weiter. Ist der Schaden sehr ausgepragt, kann er nicht mehr
repariert werden, und die Weitergabe der mutierten Gene wird durch den Zelltod verhindert.
Die direkte Strahlenabsorption kann weiterhin eine Schadigung der Zell- und

Mitochondrienmembranen hervorrufen [62].

Der Zelltod kann durch zwei Mechanismen ausgelost werden: der Apoptose (sie entspricht
dem programmierten Zelltod und ist ein aktiver Zelltod) und der Nekrose (ein passiver Weg).

Haufig wird wahrend der Mitose der Zelltod induziert.



Damit kénnen sich Chromosomenaberrationen wahrend der Zellteilung manifestieren und
gewohnlich zur Nekrose fuhren. Nekrotische Zellen sind durch einen Verlust der
Plasmamembranintegritat gekennzeichnet. Dies hat eine Zellschwellung, eine Dilatation der
zytoplasmatischen Vesikel, eine Zerstérung der DNA und die Bildung von ,Mikrokernen®
(gebildet aus der Kernmembran und Chromatin- oder Chromosomenfragmenten) zur Folge
[62].

1.1.2 UVA und Psoralene

Photosensibilisierende Psoralene sind trizyklische Verbindungen, bestehend aus einem
Furan-Ring und einem Cumarin-Molekil. Die meisten Psoralene haben eine
Absorptionsgrenze zwischen 250 bis 300 nm. Nach der Absorption eines Photons durch ein
Psoralen-Molekil im Grundstadium kann ein Elektron in einen einfach angeregten Zustand
versetzt werden. Durch Emission eines Photons oder durch Energieverlust in Form von
Warme gelangt das Psoralen wieder in den Grundzustand. Dreifach angeregte Molekile
entstehen durch Interaktion der einfach geladenen Molekile und kénnen eine Addition,
Dimerisation und/oder Oxidation an Nukleinsauren, Proteinen und Membranen hervorrufen.
Alternativ kann ein Energietransfer vom dreifach geladenen Stadium auf den molekularen
Sauerstoff erfolgen und zur Bildung eines hochaktiven, einfach geladenen

Sauerstoffmolekils fihren [31].

Auf Grund der Struktur und hydrophoben Eigenschaft reagiert Psoralen mit Nukleinsauren-
Basenpaaren. So entstehen z.B. Thymidin-, Zytosin-, Adeninpsoralenverbindungen.
Aulerdem reagiert das Urazil der RNA mit Psoralen [27]. Das Psoralen ist eine
asymmetrische photoreaktive Substanz mit einer Furan- und einer Pyron-Seite und reagiert
bevorzugt mit Thymin [63]. Psoralen kann verschiedene Arten von strahleninduzierten
Lasionen auf der DNA hervorrufen, inklusive der Bildung von 3,4- und 4°,5"-Monoaddukten,
oxidativen Schaden, Cross-links innerhalb der DNA-Strdnge und das Entstehen von
Pyrimidin-Dimeren [64]. Die Verbindungen zwischen dem 8-MOP und der Kern-DNA werden
hauptsachlich mit der 4°5°-Doppelbindung auf der Furan-Seite des Psoralens gebildet.
Monoaddukte beziehen die 3,4-Doppelbindung auf der Pyron-Seite des Psoralens mit ein

und bilden auch Thymidine und Zytosine, jedoch im kleineren Umfang [27, 31, 63].



Die DNA-Strangvernetzungen hangen von der Psoralenstruktur (lineare Furanocumarine
kreuzen effizienter als ringférmige Cumarine), von der Nukleinsdurensequenz der DNA und
von der UVA-Dosis und Wellenlange ab. Es ist beschrieben, dass Langen zwischen 320 bis

400 nm Schaden effektiver als Wellenlangen Gber 400 nm Strahlenschaden induzieren [31].

Furanocumarine besitzen die Madglichkeit, nach UVA-Aktivierung Ringverbindungen der
Pyrimidin-Basen der DNA mit der 3,4- und/oder 4°,5-Doppelbindung zu induzieren, sich
kovalent an Proteine und Phospholipide durch Bildung freier Radikale zu binden und
Energie zu Ubertragen, wodurch reaktiver Sauerstoff entsteht und eine Oxidation von
Aminosauren in Proteinen und von ungesattigten Fettsauren in Phospholipiden stattfindet.
Diese Erkenntnisse haben Dall Acqua et al. und De Mol et al. in ihren Arbeiten Uber
photobiologische Aspekte von Furanocumarinen beschrieben. Furanocumarine, wie das 8-
MOP, produzieren einfach geladenen Sauerstoff, wenn sie an die DNA kovalent gebunden
sind. Photoaktivierte Furanocumarine konnen durch Sauerstoff, welcher sich im
Grundstadium befindet, oxidiert werden. Das oxidierte 8-MOP bleibt in organischen
Lésungen stabil. Es reagiert jedoch sehr schnell mit ungesattigten Fettsduren in

Liposomenmembranen [51, 84, 85].

8-MOP wird haufig in der PUVA-Therapie (Psoralen+UVA) angewandt, da es sich sowohl an

die DNA als auch an Proteine und Lipide von epidermalen Zellen bindet [1].
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1.2 Photobiologie in der Therapie

1.21 Phototherapie

Photoreaktionen werden in der Therapie absichtlich und kontrolliert hervorgerufen. Die
biologischen Effekte beginnen mit der Absorption der UV-Strahlung oder des sichtbaren
Lichtes. Ob eine Interaktion zwischen Licht und Pharmakon stattfinden kann, z.B. in der
Haut, ist sowohl von den pharmakokinetischen Eigenschaften der Substanz und den
Metaboliten des Pharmakons als auch von den verschiedenen Wellenlangen des Lichtes,
die das Organ penetrieren, abhangig. Photoreaktionen stellen in der Haut die Absorption

von Licht dar und provozieren biologische Effekte.

Im biologischen System findet man verschiedene Reaktionen zwischen Pharmaka,
Proteinen, Lipiden und DNA. Die erste entspricht einer photochemischen, unimolekularen
Reaktion, z.B. Neuordnung, Isomerisierung, Spaltung. Die Reaktionsprodukte oder ihre
Metabolite zeigen ihre biologische Aktivitat in der Interaktion mit einem Rezeptor. So kann
eine Reaktion von einem strahleninduzierten Metaboliten und einem Rezeptor eine wichtige
Rolle in einem normalen endogenen Prozess spielen. Dies betrifft z.B. die UVB-induzierte
Umwandlung des 7-Dehydrocholesterol in das Provitamin D;. Durch Spaltung kénnen
Radikale gebildet werden. Chlorpromazin wird durch UVA in Phenothiazinradikale gespalten
und bindet sich kovalent an Lipide und Proteine. Des Weiteren kennt man Photoreaktionen
mit endogenen Molekllen. Beispiel daflr ist die irreversible Bindung von photoaktiviertem
Psoralen an DNA nach UVA-Absorption. Dies spielt eine wesentliche Rolle in der PUVA-
Therapie (Photochemotherapie). Der dritte Effekt wird durch einen Energietransfer auf
endogene Verbindungen induziert. Das einfach geladene Sauerstoffmolekul wird vom 20,
(dreifach geladenes Sauerstoffmolekil) gebildet und wird in der Karzinom-Therapie

eingesetzt (Photodynamische Therapie).

Es sind drei verschiedene Arten der Phototherapie [65] und zwei Formen der
Photochemotherapie [65, 66] fir die Behandlung von mehr als 40 Hauterkrankungen
beschrieben. In der Phototherapie findet man die ,Breitband“-UVB-Therapie, die
~>chmalband"-UVB-Therapie und die UVA-1-Phototherapie.
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Die Photochemotherapie teilt sich in die orale und topische PUVA-Therapie ein [65]. In der

Breitband-UVB-Therapie emittieren die Lampen das gesamte Spektrum von UVB und einen

Grolteil

UVA-Strahlung. Haufig werden aktive Agenzien zur Anhebung des

therapeutischen Effektes der UVB-Strahlung in die Behandlung mit einbezogen. Kurzfristige

Nebenwirkung kann das Erythem sein. Wie bei der ionisierenden Strahlung wird bei der

Therapie mit nicht-ionisierender die aktuelle und kumulative Dosis protokolliert (UV-Pass),

um Langzeitschaden zu vermeiden.

Tabelle 1:

In der ,Schmalband“-UVB-Therapie arbeitet man mit einer Wellenlange von 312 nm.

Tabelle 2:

Erkrankungen und Breitband-UVB-Therapie

Erkrankungen und Breitband-UVB-Therapie

Psoriasis vulgaris

Atopisches Ekzem
Prurigo-Krankheiten
Photodermatosen (Hardening)
Chronische Urtikaria
Eosinophile pustulare Follikulitis
Parapsoriasis en petit plaque

chronische Ekzeme [65]

Erkrankungen und Schmalband-UVB-Therapie:

Erkrankungen und Schmalband-UVB-Therapie

Psoriasis vulgaris

Subkorneale pustuldre Dermatose
Atopisches Ekzem

Vitiligo

Photodermatosen [65]
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Zwischen 320 nm und 400 nm liegt das Spektrum der UVA-Strahlung. Man teilt es in UVA-1

(340 bis 400 nm) und UVA-2 (320 bis 340 nm). Die Trennung basiert u.a. auf der

Erythementstehung bei 340 nm. Zum Anderen existieren zwei photochemische Reaktionen:

Wellenlangen unter 340 nm erzeugen eine direkte Reaktion zwischen Photonen und DNA

oder Proteinen, hingegen induzieren Wellenlangen gréflier 340 nm eine sauerstoffabhangige

Reaktion.

Weiterhin wird unterschieden zwischen einer

Niedrigdosistherapie.

Tabelle 3:

Erkrankungen und UVA-1-Therapie:

Erkrankungen und UVA-1-Therapie

Low-dose:

SLE

Rheumatoide Arthritis
Lokalisierte Sklerodermie

Morphea

High-dose:
Atopisches Ekzem
Sklerodermie
Urtikaria pigmentosa

Granuloma annulare [65]

UVA-1-Hochdosistherapie und einer
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1.2.2 Photochemotherapie

In der Antike wurde von Agyptern und Indern eine Behandlung mit Psoralen, aus Pflanzen
gewonnen und Sonnenstrahlung beschrieben [33]. Die Hauptindikation war damals die
Vitiligo. In diesem Jahrhundert begann eine umfassende Forschung um das Psoralen in
Agypten. Die aktiven Substanzen wurden von Pflanzen isoliert und kurze Zeit spéter fiir die

Therapie der Vitiligo angepriesen [32].

Die Photochemotherapie ist eine Behandlung mit photosensibilisierenden chemischen
Substanzen in Kombination mit nicht ionisierender elektromagnetischer Strahlung.
Psoralene sind die meist eingesetzten Substanzen und werden in mehr als 40 Pflanzen
gefunden (z.B. in Limonen, Zitronen, Petersilie, Sellerie, Feigen und Nelken).In alter
indischer und buddhistischer medizinischer Literatur wird bereits 1550 v. Chr. die
Behandlung der Vitiligo mit schwarzen Samen der Bavachee und der Vasuchika-Pflanze,
heute Psoralen corylifolia genannt, beschrieben. Die Patienten allen diese Praparate oder
legten sie auf die Haut und begaben sich in das Sonnenlicht. Nach ungefahr 2 Stunden
entwickelte sich eine akut entzlindliche Hautreaktion, welche letztendlich eine

Repigmentation der weillen Haut hervorrief [32, 33].

In den letzten 25 Jahren stieg das Interesse an dem Gebrauch von Porphyrinen und
anderen Tetrapyrrolen in Kombination mit sichtbarem Licht fir die Tumortherapie und
Behandlung von abnorm proliferierenden Geweben. Die therapeutische Modalitat erfordert
das Vorhandensein von Sauerstoff und wird deswegen photodynamische Therapie genannt.
Das Prinzip besteht darin, dass das Porphyrin durch das Licht aktiviert wird und danach
seine Energie auf das Sauerstoffmolekil Ubertragt. Das jetzt einfach geladene
Sauerstoffmolekul wirkt so im biologischem System sehr zerstorend. Gleichzeitig fallt das

Porphyrin wieder in seinen Grundzustand und ist bereit flir eine neue Aktivierung [1].

Vor ungefahr 50 Jahren flhrten ElI Mofty et al. das 8-Methoxypsoralen (8-MOP) in die
Behandlung der Vitiligo ein. Sie benutzten verschiedene Praparate des Psoralens und
verabreichten diese oral, topisch und in anderen Kombinationen und exponierten die

Patienten mit nattirlichem Sonnenlicht oder mit konventionellen UV-Lampen.
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Zwei amerikanische Dermatologen (A. Lerner und Th. Fitzpatrick) entwickelten diese
Therapie 1953 weiter und erkannten, dass das langwellige UV-Licht (UVA, 320 bis 400 nm)
die groRte Effizienz fur die Aktivierung des 8-MOP besal} [31, 33].

Von der ersten klinischen Anwendung der ultravioletten Strahlung in Kombination mit
Psoralen wird 1969 berichtet, als Vitiligo-Patienten mit 8-MOP und fluoreszierenden
Schwarzlicht-Lampen behandelt wurden [32]. Spater versuchten 1973 Oberste-Lehn und
Born in Deutschland sowie 1974 Parrish et al. in den USA, die Psoriasis gleichfalls so zu
behandeln [31, 33], als man entdeckt hatte, dass das 8-MOP die S-Phase des Zellzyklus
inhibiert [32] und strahleninduzierte Konjugationen zwischen Psoralen und der DNA
stattfinden, wodurch eine Senkung der DNA-Proliferation und der Mitoserate erreicht wird
[33].

Jetzt ist die Psoralen/UVA (PUVA) Therapie eine haufig angewandte Methode in der
Behandlung verschiedenster dermatologischer und nicht dermatologischer Erkrankungen
[31], wie z.B. von Psoriasis und Vitiligo [27, 29], von kutanen T-Zell-Lymphomen [27], von
atopischer Dermatitis und Mycosis fungoides und Graft-versus-Host-Reaktion [29], vom

humanen Squamosa Zellkarzinom [17].

Tabelle 4: Einige Erkrankungen und Indikation zur PUVA-Therapie

Erkrankungen und PUVA-Therapie

Alopecia areata Lymphomatoide Papulose
Atopische Dermatitis Prurigo

Chronische Hyperkeratose Parapsoriasis en petit plaque
Kontakt-Dermatitis Pityriasis rubra pilaris
Dyshydrotisches Ekzem Skleromyxédem
Graft-versus-Host-Reaktion Urtikaria

Granuloma annulare Urtikaria pigmentosa

Lichen ruber planus Chronische Urtikaria

Mycosis fungoides Pityriasis alba [32, 35, 38]
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PUVA-Behandlung

Die Photochemotherapie mit Psoralenen, trizyklischen aromatischen Verbindungen mit
einem Furanocumarin-Ring [27], und langwelliger UV-Strahlung (UVA) wird PUVA-Therapie
genannt [37]. Eine Vielzahl von linearen und ringférmigen Furanocumarinen werden fur die
PUVA-Behandlung benutzt, z.B. 8-Methoxypsoralen (8-MOP), 4,8,5-Trimethylpsoralen
(TMP), 5-Methoxypsoralen (5-MOP) [2].

In der Photochemotherapie findet man verschiedene Therapieansatze, die orale Gabe der
Psoralene z.B. 8-MOP, 5-MOP, Trimethylpsoralen (TMP), die ortliche Auftragung des 8-
MOP, das PUVA-Bad mit 8-MOP (Balneo-Photochemotherapie) [28]. Die haufigste
Kombination der Photochemotherapie, 8-Methoxypsoralen und ultraviolette Strahlung
(UVA), wendet man z.B. in der Behandlung der Psoriasis an. Die Aktivierung des Psoralens
in Hautzellen fihrt zu einer DNA-Veranderung, welche fir die Effizienz der PUVA-Therapie

notwendig ist [27].

Der exakte Wirkmechanismus der PUVA-Therapie ist noch nicht vollstandig bekannt. Man
fand jedoch heraus, dass die PUVA-Therapie effektiv in der Eliminierung von
hyperproliferativen Zellen der Epidermis in Abhangigkeit von p53 und dem Fas/Fas-
Liganden ist. Fehlender Fas-Ligand oder Abwesenheit von p53 reduzieren die Apoptoserate
[110]. Ultraviolette Strahlung hemmt direkt die antigenprasentierende Funktion der
Langerhans-Zellen oder indirekt die Stimulierung von immunmodulierenden Zytokinen in
Keratinozyten [108]. Die frlhe Apoptoseinduktion wird durch Veranderungen im
Mitochondrienmembranpotential und konsekutiver Dysfunktion induziert. Die spate
Apoptose ist verbunden mit der Caspasenaktivierung [104, 109]. Die PUVA-Therapie
reduziert die Anzahl der zirkulierenden T-Helferzellen, die DNA-Synthese und die Zell-
vermittelte Immunantwort. PUVA reduziert die T-Zellfunktion, verringert die Expression der
Adhasionsmolekile und vermindert die Zell-Zellinteraktion als wichtiger Bestandteil der
Immunantwort, z.B. Interaktion der T-Zelle mit der Antigen-prasentierenden Zelle oder
Target-Zelle [83]. Das Absorptionsmaximum des Psoralens liegt zwischen 210 bis 330 nm.
Das Spektrum der oralen PUVA-Therapie rangiert zwischen 320 bis 335 nm. Wenn
Psoralen-behandelte Haut mit UV-Licht exponiert wird, finden zwei voneinander
unabhangige Photoreaktionen statt. Der erste Typ stellt die Sauerstoff-unabhangige Bildung
von monofunktionellen und bifunktionellen Addukten der DNA

(Zwischenstrangverkreuzungen) dar.
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Der zweite Typ ist eine Sauerstoff-abhangige Reaktion, bei welcher durch Energietransfer
(auf Sauerstoffmolekiile) gebildete Sauerstoffradikale ('O,, “07,) zusammen mit aktiviertem
Psoralen direkt DNA-Schaden erzeugen oder mit anderen Molekulen reagieren und durch

diese aktivierten Molekle indirekt zellschadigend wirken [33].

Phototherapeutika haben einen erheblichen Vorteil gegenluber konventionellen Pharmaka,
da die Nebenwirkungen gering sind. Phototherapeutika haben zum Einen ohne Licht keine
biologische Aktivitdt, zum Anderen sind sichtbares Licht oder UVA ohne die
phototherapeutischen Medikamente ungefahrlich. Oral gegebenes Psoralen wird
normalerweise gut absorbiert und der maximale Anstieg im Serum wird nach ungefahr 1 bis
6 Stunden erreicht. Die Haut ist in der ersten bis dritten Stunde nach Inkorporation am
empfindlichsten, jedoch besitzt das Psoralen auch noch nach 8 bis 12 Stunden eine
Wirkung. 8-MOP wird in der Leber metabolisiert, wo es einem first-pass-Effekt unterliegt
[33].

Eine wesentliche Nebenwirkung ist die gesteigerte Photosensibilitdt der Haut, die fur einige
Wochen nach der Behandlung beobachtet wurde [1]. UVA und 8-MOP in Kombination
kénnen friihe, akute Nebenwirkungen hervorrufen. Psoralen sensibilisiert die Haut fir UVA-
Strahlung [34], so dass ,Verbrennungsreaktionen“ wie Erythem [27, 34], Odem und
Blasenbildung [34] auftreten. Bei unsachgemalier Anwendung kdnnen Hyperpigmentation
[27, 28], trockene Haut, Ubelkeit und andere gastrointestinale Beschwerden sowie
Kopfschmerzen madgliche Nebenwirkungen darstellen [28]. Spate, chronische
Nebenwirkungen kénnen die Bildung von nicht-melanozytaren Tumoren sowie atypische
Hautpigmentationen, vorzeitige Hautalterung, Katarakt und Photokeratokonjunktivitis sein,
wenn die festgelegte kumulative PUVA-Dosis Uberschritten wird (>1000 J/cm?) [27, 28, 33].
Des Weiteren wurden vermehrte Mutationen des p53-Tumorsuppressorgens in PUVA-
behandelten Zellen registriert [27]. Fiur jeden Patienten, der mit einer PUVA-Therapie

behandelt wird, wird stets Nutzen und Risiko sorgfaltig abgewogen [33].
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1.2.3 Extrakorporale Photoimmuntherapie (ECPI)

Die Photopherese entspricht der PUVA-Therapie. Sie ist eine extrakorporale Form der
Photochemotherapie und basiert auf dem simultanen Einfluss von 8-MOP und UVA auf
Leukozyten des Buffy Coats. Der Unterschied zwischen klassischer PUVA-Therapie und
Photopherese  besteht darin, dass die zirkulierenden T-Zellen und die
antigenprasentierenden Zellen nicht direkt vom photoaktivierten 8-MOP beeinflusst werden
[1, 36].

Erkrankungen, die ihren Ursprung in einer expandierenden Population pathogener T-Zellen
haben, kénnen effektiv mit einer extrakorporalen Photochemotherapie behandelt werden.
Andere Mdglichkeiten, die Therapien mit Kortikosteroiden, Antimetaboliten und Cyklosporin
A, unterscheiden nicht zwischen pathogenen und benignen T-Zellen und fihren somit zu

einer Vielzahl von Nebenwirkungen [36].

In der Photopherese findet das 8-MOP in Kombination mit UVA auf Grund verschiedener
Merkmale bevorzugte Anwendung. Zum Ersten ist es in Abwesenheit von Licht ohne
biologische Funktion, zweitens hemmt es nach Aktivierung durch ultraviolette Strahlung die
Bindung von Molekilen derart, dass eine Zerstérung der Zellfunktion einsetzt. Drittens, UVA
kann einfach gefiltert werden und besitzt niedrigere Energien als UVB. Viertens besitzt 8-
MOP eine hohe chemotherapeutische Potenz und wird nach einmaliger Aktivierung

innerhalb von Mikrosekunden wieder inaktiv [36].

Man fugt dem Buffy Coat eine definierte Menge 8-MOP zu, so dass ein Spiegel von 50 bis
200 ng/ml Blut erreicht wird. Dem Patienten werden kontinuierlich 1,5 Liter Blut entnommen.
Das Blut wird in drei Fraktionen, welche den Erythrozyten, den Leukozyten und dem Plasma
entsprechen, separiert. Die Erythrozytenfraktion wird dem Patienten zuriickgegeben. Der
andere Teil wird der UVA-Strahlung ausgesetzt und danach ebenfalls dem Patienten zurlick
infundiert. In einer Studie von R.L. Edelson wird eine komplette Blockade der T-Zell-Teilung
bei einer Dosis von 1 bis 2 J/cm? UVA und einer Blutkonzentration von 100 ng/ml von 8-
MOP erreicht [36].
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Die Photopherese ist eine Standardtherapie in der Behandlung des kutanen T-Zell-
Lymphoms [36]. Andere Indikationen sind die chronische und akute Graft-versus-Host-
Erkrankung, die progressive Sklerose [38, 39], Autoimmunerkrankungen [36] (Pemphigus
vulgaris [41], Rheumatoide Arthritis [42], systemischer Lupus Erythematodes) sowie das
Spatstadium der HIV-Erkrankung [43], die atopische Dermatitis oder die Behandlung von
AbstoBungsreaktionen [40, 44], bei Herz-, Nieren- oder Lungentransplantationen [1]. In
Erprobung ist die Behandlung von Patienten mit Multipler Sklerose, Myasthenia Gravis
sowie von Patienten mit Insulin-abhangigen Diabetes mellitus Typ | [36]. Die einzigen
Nebenwirkungen, die in den letzten Jahren beobachtet wurden, sind die passagere Ubelkeit

und die volumenabhangige Hypotonie bei der Pherese [1].
Wirkung von 8-MOP und UVA in der Photopherese

Das gewilinschte Ergebnis der Photopherese-Behandlung ist eine spezifische
Suppressionsantwort gegen pathogene T-Zellklone. Der Mechanismus der Photopherese ist
sehr vielseitig, um die Antigenitdt und Immunogenitdt von UVA bestrahlten Zellen zu
beeinflussen. Dabei spielen die Apoptose, die Induktion einer spezifischen Immunantwort,
die Zunahme der Expression der MHC-Klasse-II-Molekule und die Zytokinfreisetzung eine

Rolle. Die Photopherese kann die Antigenprasentation beeinflussen.

Die heutige Theorie zur Wirkungsweise der extrakorporalen Photopherese geht davon aus,
dass durch 8-MOP und UVA in den peripheren T-Zellen einschliefdlich der Tumorzellklone
die Apoptose induziert wird. Monozyten sind deutlich resistenter gegen Apoptose. Sie
werden durch Scherkrafte und den wiederholten Kontakt mit der Plastikoberflache der

Bestrahlungskasette aktiviert und differenzieren aus in dendritische Zellen.

Dendritische Zellen sind die potentesten antigenprasentierenden Zellen. Sie kénnen die
apoptotischen Zellen phagozytieren und deren aufbereitete Antigenen prasentieren (Peptide
pick-up). Zu den Antigenpeptiden zahlen auch tumorspezifische wie z.B. Peptide des T-
Zellrezeptors des malignen T-Zellklons. Die Antigenprasentation erfolgt tiber MHC-Klasse-I-
Molekiile gegenliber CD8" zytotoxische T-Zellen. Dadurch wird eine anti-tumorspezifische
zytotoxische Immunantwort ausgelést, die zum Zelltod des pathogenen CTCL-Klons fiihrt.
Somit kommt der Ausreifung der peripheren Blutmonozyten zu dendritischen Zellen und der
Apoptoseinduktion in den Lymphozyten eine einzelne Rolle bei der extrakorporalen
Photopherese zu [30, 111].
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1.3 Apoptose als moglicher Wirkmechanismus der Photopherese

1.31 Prinzip der Apoptose

Die Apoptose ist eine aktive Form des programmierten Zelltods, die charakterisiert ist durch
eine Abfolge bestimmter morphologischer und biochemischer Veranderungen der Zelle:
Zellschrumpfung, Membranzerstérung, Chromatin- und Zytoplasmakondensation und
Kernfragmentation [3]. Die Apoptose spielt eine wesentliche Rolle in der
Embryonalentwicklung [8], der immunologischen Reifung [9] sowie bei normalen
Gewebeabbau- und Umbauprozessen. Morphologisch ist die Apoptose zunachst als
Chromatinkondensation und Zellschrumpfung zu erkennen. Danach bilden sich
Ausstllpungen der Zellmembran. Die Zelle beginnt ihren Inhalt in Vesikeln, sogenannten
apoptotischen Korperchen, abzustoflen. Diese Vesikel werden von Makrophagen erkannt,
aufgenommen und phagozytiert. Dabei erkennen die Makrophagen das externalisierte

Phosphatidylserin auf der Membran der apoptotischen Zellen [10].

Zu den biochemischen Charakteristika der Apoptose gehdren die Aktinpolymerisierung, die
zur Membranausstulpung fuhrt. Im Zytoplasma wird ein Verlust von Wasser beobachtet auf
Grund der Hemmung des Na'-K'-Cl-Kotransportersystems, der Dilatation des
endoplasmatischen Retikulums und der erhdéhten Aktivitat der Transglutaminase [3]. Die
zytosolische Konzentration der freien Kalziumionen steigt an. Das Membranpotential der
Mitochondrien nimmt deutlich ab. RNA wird verstarkt degradiert. Spezifische Proteasen, wie
z.B. die Proteasen der ICE-Familie (Interleukin-13-converting enzyme) werden aktiviert [11].
Im Kern kommt es zur Proteolyse von Laminin, einem Intermediarfilamentprotein der inneren
Kernmembran. Die genomische DNA wird in oligonukleosomale Fragmente von ca. 200 bp
(Basenpaare) gespalten [12]. Da die zytoplasmatischen Komponenten und die
Kernkomponenten bei der Apoptose immer von einer Membran umgeben sind, gelangen sie
nicht in den extrazellularen Raum und kénnen im Gegensatz zur Nekrose keine
entziindliche Reaktion hervorrufen. Die Nekrose einer Zelle kann als Folge starker
Verletzung auftreten (z.B. Verbrennung, Vergiftung, Sauerstoffmangel, Trauma). In der
nekrotischen Zelle kommt es zum Verlust der Plasmamembranintegritat,
Mitochondrienschwellung und Kernflockung. Die Zelle schwillt an und setzt bei der
unkontrollierten Zellauflosung ihre Zellinhaltsstoffe frei, so dass es zu einer Entziindung

kommen kann.
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1.3.2 Nachweismethoden der Apoptose

Zum Nachweis apoptotischer Zellen bedient man sich ihrer spezifischen morphologischen
und biochemischen Eigenschaften. Zu der morphologischen Nachweismethode gehért die
Farbung mit Acridinorange [23, 45] und Ethidiumbromid [45]. Sie dient der Identifikation von
lebenden, apoptotischen und nekrotischen Zellen. Diese Methode basiert auf
Veranderungen der Plasmamembranintegritat im Verlauf des programmierten Zelltodes. Das
Acridinorange durchdringt die Plasmamembran und bindet an die DNA. Acridinorange farbt
alle vitalen Zellen, jeglichen Alters und Stadium, an. Im Gegensatz dazu kann
Ethidiumbromid dies bei intakter Plasmamembran, wie sie lebende Zellen und Zellen in der
frihen Apoptose besitzen, nicht. In Abhangigkeit von der Starke und Farbe des
fluoreszierenden Lichtes kann im Durchflusszytometer oder im Fluoreszenzmikroskop die
Apoptoserate von Zellen ausgewertet werden [3]. Die lichtmikroskopische Darstellung
erlaubt gleichermalien die Untersuchung der morphologischen Struktur apoptotischer
Zellen. Als Ergebnis findet man folgende Merkmale bei apoptotischen Zellen: Zerstérung der
Zellmembran, Kernschrumpfung, Chromatin- und Zytoplasmaverdichtung, Bildung von
~Apoptose-Korperchen®. Bei nekrotischen Zellen Ilassen sich Kernschwellung,

Chromatinflockung und die Auflésung der Zellmembran beobachten [3, 22].

Fur eine detaillierte Darstellung der Morphologie eignet sich das Elektronenmikroskop. Hier
kénnen Veranderungen in der Zelloberflache inklusive Membranausstilpungen oder der
Verlust von Mikrovilli sowie intrazellulare Veranderungen (z.B. die Chromatinverdichtung,
Zytoplasmaveranderung und die Dilatation des endoplasmatischen Retikulums) beobachtet
werden [3, 22]. Jede dieser genannten Untersuchungsmethoden zur Bestimmung
morphologischer Kriterien hat Vor- und Nachteile. Die Elektronenmikroskopie kann
detaillierte Informationen Uber die Veranderungen in den Zellstrukturen im Zellzyklus geben.
Sie besitzt eine hohe Spezifitdt, da morphologische Veranderungen auf einem subzellularen
Niveau untersucht werden  kdénnen. Fir  Routineuntersuchungen ist die
Elektronenmikroskopie nicht geeignet, da die Untersuchungsvorbereitung sehr aufwendig

und zeitintensiv ist und nur eine limitierte Zellzahl untersuchbar ist.
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In der Lichtmikroskopie (die alteste Methode zur Bestimmung der Apoptose) hat man durch
eine einfache und schnelle technische Vorbereitung der Zellen einen bedeutenden Vorteil.
Nachteilig ist die geringere Sensitivitat und Spezifitdt gegentber der Elektronenmikroskopie.
Mit der Licht- und Elektronenmikroskopie sind qualitative und quantitative Aussagen uber

das Stadium der vitalen oder apoptotischen Zelle mdglich [22].

Eine biochemische Nachweismethode zur Bestimmung apoptotischer Zellen ist der
Nachweis der DNA-Fragmentierung. Es ist bekannt, dass die Zellen, die in die Apoptose
ubergehen, ihre DNA in willkirliche oligonukleosomale Fragmente spalten. Die
oligonukleosomalen DNA-Fragmente kénnen durch DNA-Farbstoffe, wie Ethidiumbromid

oder Propidiumjodid sichtbar gemacht werden.

Die Analyse der oligonukleosomalen Spaltprodukte ist durch die Agarosegel-Elektrophorese
mdglich. Hier erfolgt eine Auftrennung von DNA-Molekilen nach ihrem Molekulargewicht [4].
Eine weitere Methode zur Markierung oligonukleosomaler Fragmente stellt der durch die
terminale Desoxynukleotidyltransferase (TdT)-katalysierte Einbau von Bromdesoxyuridin
(BrdU) als Nukleotidanalog dar. Nach Reaktion mit Fluorochrom-markierten Anti-BrdU-
Antikoérpern ist eine Auswertung mittels Fluoreszenzmikroskop oder eine Messung am

Durchflusszytometer moglich [20, 21, 22].

Eine wesentliche Rolle in der Regulation der Apoptose spielt die Erhéhung des
zytoplasmatischen Ca®". In ruhenden Zellen ist die intrazelluldre Kalziumkonzentration
niedriger als im extrazellularen Raum. Dieser Zustand wird durch ein energieabhangiges
Ca?*-Transportsystem aufrechterhalten. Das System ist in der Plasmamembran, in den
Mitochondrien, im endoplasmatischen Retikulum und im Zellkern lokalisiert. Wird dieses
Gleichgewicht durch Antwort auf physiologische/ nichtphysiologische Signale gestért, kommt
es zu einem Anstieg des intrazelluldren Kalziums. Das Kalzium fuhrt zur Aktivierung der
Endonukleasen, die die DNA-Spaltung und somit den Zelltod bewirken kénnen. Weiter
wurde herausgefunden, dass die antiapoptotische Wirkung von Bcl-2-Onkoprotein ebenfalls
von den Veranderungen der intrazellularen Kalziumkonzentration abhangt [14]. Ein weiteres
Ca?-abhangiges System ist das ATP- und Calmodulin-Ca®*-System, welches direkt

Endonukleasen in apoptotischen Zellen aktiviert. Calmodulin ist ein Ca?*-bindendes Protein.
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Zur Messung des Kalziumstroms und/oder der intrazelluldren Kalziumkonzentration werden
spezielle Fluoreszenzfarbstoffe wie Quin-2 [13, 24], Fura 2 [13, 22, 24], Indo-1 [13, 22],
Fluo-3 [13, 24] und Kalzium-Griin [13, 24] eingesetzt. Quin-2 soll die Ca*-Konzentration
zuverlassiger als die anderen Farbstoffe messen kénnen, da es eine hohe Affinitat zu den
Ca?-lonen besitzt. Nachteilig sind die zur Messung benétigte Quarzoptik und das
Vorhandensein eines relativ kurzen Signalmaximums. Fura 2 besitzt eine héhere Sensitivitat

als Quin-2. Es hat jedoch eine geringere Affinitadt zum Kalzium.

Die abgegebenen langeren Wellenlangen erlauben den Gebrauch einer einfachen
Glasoptik. Indo-1 wird speziell in der Durchflusszytometrie eingesetzt. Es hat sonst ahnliche

Eigenschaften wie Fura 2.

Fluo-3 und Kalzium-Griin haben noch langere Wellenlangen als die o.g. Farbstoffe und
kénnen in der Mikroskopie zum Einsatz kommen. Es muss aber erwahnt werden, dass diese
Farbstoffe keine absolute selektive Sensitivitdt zum Kalzium besitzen, sondern auch an
andere bivalente Kationen binden konnen. Ausgewertet werden kann mit Hilfe des

Spektralfluorimeters, des Durchflusszytometers und der Fluoreszenzmikroskopie [13].

In den proteolytischen Spaltungen im Rahmen der Apoptose sind die sogenannten
Caspasen beteiligt. Caspasen sind Cysteinproteinasen, die Spaltprodukte mit C-terminalen
Asp liefern. Eine andere Bezeichnung ist ICE-Proteinase [14]. Caspasen werden als inaktive
Proenzyme synthetisiert. lhre Aktivierung in apoptotischen Zellen erfordert eine
proteolytische Spaltung. Das aktive Enzym besteht aus zwei unterschiedlich grof3en
Untereinheiten. Die Caspasen sind wesentlich an der proteolytischen Kaskade beteiligt, die
zur Spaltung zahlreicher Zytoskelettproteine, zur Aktivierung zytoplasmatischer Proteine und
Kernproteine fiihrt. Substrate der Caspasen sind z.B. Mitglieder der Bcl-2-Familie [25] und
der Poly-ADP-Ribose-Polymerase. In der Arbeit von Saeko Tada-Oikawa wurde u.a. die
Caspasen-Aktivitat nach UVA-Bestrahlung von HL-60-Zellen bestimmt. Zum Nachweis der
Caspase wurden YVAD-AFC (z-Tyr-Val-Ala-Asp-7-amino-4-trifluoromethyl Cumarin) oder
DEVD-AFC (z-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-trifluoromethyl Cumarin) eingesetzt. Diese
Produkte sind fluorogene Tetrapeptide, die sich an die Caspasen binden. Durch die
Caspasenaktivitdt wird das fluorogene AFC abgespalten. Somit kann die Aktivitat der
Proteasen spezifisch mit Hilfe eines Spektralfluorometers bei einer Anregungswellenlange

von 400 nm und einer Emission von 505 nm bewertet werden [15].
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Die Durchflusszytometrie ist eine geeignete Methode fur die Differenzierung verschiedener
Zellen und fur die zeitgleiche Erfassung biochemischer und morphologischer Parameter. Sie
besitzt eine hohe Sensitivitat, quantifiziert die gemessene Fluoreszenzintensitat und macht
eine Untersuchung einer sehr groRen Anzahl von Zellen in kiirzester Zeit mdglich. Das
Prinzip der Durchflusszytometrie beruht auf einem FlUssigkeitsstrahl der Zellsuspension,
bestehend aus einem Probenstrom und einem Hullstrom, so dass die Zellen nur einzeln
nacheinander aus einer Duse austreten konnen. Die Funktion des Hullstrahls besteht darin,
den Probenstrom exakt vertikal zu einem Laserstrahl aus einem Argon-Laser mit der
Wellenlange von 488 nm auszurichten. Dieser Prozess wird als hydrodynamische
Fokussierung bezeichnet. Jede passierende Zelle streut dabei den Laserstrahl je nach ihrer
Grolle und Granularitat. Diese charakteristischen Streulichtsignale werden als
Vorwartslichtstreuung (FSC) und als 90°-Lichtstreuung (Seitwartsstreulicht, SSC) von
Photoverstarkern erfasst. Als Mal fir die relative Grofie gilt FSC, SSC als Mal fir die
relative Granularitat einer Zelle. Eine Trennung lebender und toter Zellen ist durch die
geanderte Lichtstreuung der Zellen, durch Unterschiede in der ZellgroRe, Granulierung,
Chromatindichte, Plasmamembranpermeabilitdt oder DNA-Struktur moglich. Ebenso kann
eine Abgrenzung zwischen apoptotischen und nekrotischen Zelltypen erfolgen. Wahrend in
der Apoptose erst spat Funktionsverluste der Membranen registriert werden, kénnen bei der
Zellnekrose schon frihzeitig Membranschadigungen und Funktionsstérungen der
Zellorganellen festgestellt werden [5]. Des Weiteren nehmen in der Apoptose die Zellgroflie
ab und die Granulierung zu. Diese zwei Eigenschaften bewirken eine unterschiedliche
Lichtstreuung, so dass apoptotische und vitale Zellen voneinander abgegrenzt werden [3].
Die Verringerung des vorwarts gestreuten Lichtes verlauft initial in der Apoptose, nicht
parallel mit der Verringerung des rechtwinklig gestreuten Lichtes. Die Nekrose ist durch eine
Verminderung der Fahigkeit der Zellen, Licht gleichzeitig in Vorwartsrichtung und im rechten

Winkel zu streuen, charakterisiert [5].
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1.3.3 Die simultane Annexin- und Propidiumjodid-Fiarbung als Methode zur

Messung apoptotischer Zellen

Durch die Zell- oder Plasmamembran wird jede Zelle gegen die Aulenwelt hin
abgeschlossen. Zwischen zytoplasmatischem und umgebendem extrazellularen Raum bildet
sie eine Barriere. Die Plasmamembran ist physiologisch unsymmetrisch. Man unterscheidet
eine plasmatische Seite und die extraplasmatische Seite [14]. An der Innenseite der

Plasmamembran befinden sich Phosphatidylserine (PS). Es sind Aminophospholipide.

Bei apoptotischen Zellen gelangen sie an die AuRenseite. Annexin V kann sich nur an die
Phosphatidylserine binden, die an der AuRenseite liegen, da das Annexin V nicht in die Zelle

penetriert [6].

Annexin V: Annexin V gehort zu einer Gruppe von Kalzium- und Phospholipid-bindenden
Annexin V-Proteinen. Das Molekul besteht aus 320 Aminosauren mit einem Molekulgewicht
von 35 bis 36 kDa. Das Annexin V hat eine Vielzahl von biologischen Effekten, z.B.
Hemmung der Prothrombin-Aktivitat, Hemmung der Proteinkinase C sowie der Fahigkeit, als
ein Rezeptor fir das Hepatitis B Virus Oberflachenantigen zu fungieren. Das Annexin V
kann sich nur an Phosphatidylserine binden, die an der extraplasmatischen Seite liegen, da
es nicht in die Zelle penetriert. Dies ist bei apoptotischen Zellen der Fall und ermoglicht es
Zellen, in der frihen Phase der Apoptose durch das Annexin V anzufarben. In der
Durchflusszytometrie wird das Annexin V-FITC wegen der selektiven Affinitdt zur negativen
Ladung der Phospholipide zu deren Darstellung benutzt. Die Bindung von Annexin an die
Phospholipide vollzieht sich sehr schnell, ist extrem vom Kalzium abhangig und reversibel,

wenn der lonenbinder EDTA vorhanden ist [6].

Propidiumjodid: Ist ein rot fluoreszierendes Molekiil, wenn es an ein DNA- oder RNA-
Molekul bindet. Propidiumjodid (Pl) kann nicht von Zellen aufgenommen werden, deren
Plasmamembranfunktion unbeschadigt ist, z.B. von lebenden Zellen oder Zellen in der
frihen Apoptose. Demnach lassen sich nur Zellen darstellen, die sich in der Phase der
spaten Apoptose befinden, die nekrotisch sind oder mechanisch zerstért wurden [5].

Charakteristisch flir diese Zellen ist der Verlust der Plasmamembranintegritat [17].
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Mit der Annexin/Pl-Methode ist eine gleichzeitige Erfassung von friihapoptotischen
Ereignissen (ANN*, PI') und spétapoptotischen Ereignissen (ANN®, PI) moglich. Eine
Probenvorbereitung oder Fixierung der Zellen ist nicht notwendig. Die einfache Inkubation in
einem Puffer, der mit Pl und Annexin-FITC versetzt ist, ermdglicht eine schnelle und
einfache Auswertung der Proben mit dem Durchflusszytometer [6]. Man hat zwei
Fluoreszenzen (grin 530 nm, rot >600 nm), die die Auswertung der Untersuchungen weiter
vereinfachen. Diese Methode zur Untersuchung von Apoptoseraten wird haufig angewandt.
Die Doppelmarkierung der Zellen mit FITC-konjugiertem Annexin und Pl und die Messung
mit dem Durchflusszytometer sind eine einfache, schnelle und empfindliche Methode zur

Bestimmung der Apoptoserate.

Zur Quantifizierung des UV-induzierten Zelltodes in menschlichen Epithelzellen wurde diese
Methode von A. Schindel und Kollegen benutzt. Man hat in dieser Arbeit den Einfluss von
physiologisch und therapeutisch relevanten Dosen von UVA, UVA-1, UVB, etc. sowie
verschiedene Kombinationen von photochemotherapeutischen Konzentrationen von 8-MOP
und UVA oder UVB auf die Zellkinetik untersucht. In dieser Studie wurde mit Hilfe der
Annexin V-Bindung und Pl im Durchflusszytometer die UV-induzierte Zelltodrate der Zellen
gemessen [17]. Dieses Beispiel zeigt, dass die Annexin/PIl-Methode breite Anwendung bei

der Untersuchung des UV-induzierten Zelltodes fand.

Meng und Mitarbeiter untersuchten periphere Blutlymphozyten von gesunden Probanden
und Patienten mit systemischem Lupus Erythematodes, welche mit Hydroxychloroquine
(HCQ) in festgesetzten Konzentrationen inkubiert wurden. Zellen in der Apoptose wurden
durch standardisierte Methoden (Veranderungen der Morphologie, DNA-Fragmentation) und
mit der Durchflusszytometrie identifiziert. In einem in vitro-Experiment wurde mit Hilfe der
Propidiumjodid-Farbung allein bzw. in Verbindung mit Antikérpern gegen T-
Zelloberflachenmarker die Apoptoseinduktion in Lymphozyten untersucht. Ausgangspunkt
der Untersuchungen war die Annahme, dass ein Defekt in der Apoptoseregulation eine
zentrale Rolle in der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen spielt. Man ging davon aus,
dass der antirheumatische Effekt des HCQ durch Heraufregulierung der Apoptose zu
erreichen ist. Dem HCQ war es mdglich, die Apoptose in allen T-Zell-Subpopulationen zu

induzieren [19].
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Um kardiovaskulare Erkrankungen besser diagnostizieren und effizienter therapieren zu
kdénnen, haben van Heerde et al. die Apoptose, die Ursache flr Krankheiten im Herz-
Kreislaufsystem sein kann, im kardiovaskularen Gewebe mit verfligbaren Techniken zur
Bestimmung und Quantifizierung derselben untersucht. Die Methoden basierten auf der
Analyse der Zellmorphologie (Licht- oder Elektronenmikroskopie, DNA-Spaltung).
Schwerpunkt ihrer Untersuchung war die Annexin V-Farbung und Messung im
Durchflusszytometer [22].
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1.4 Reparaturmechanismus der Zelle

1.41 DNA-Schadigung und deren Reparatur

Es gibt allgemein zwei Mdoglichkeiten, Schaden in der DNA zu erzeugen.
Spontanmutationen entstehen mit einer Haufigkeit von 1 pro 1x10° bis 1x10° Nukleotide,
wobei ein Anstieg im Alter zu verzeichnen ist. Durch Mutagene (Strahlen, chemische
Agenzien und Umweltschaden) ausgeloste Mutationen werden als induzierte Mutationen
bezeichnet und treten in einer Haufigkeit bis zu 1 pro 1x10? Nukleotide auf [7, 46].
Mutationen sind stabile und vererbbare Veranderungen in der DNA-Basen-Sequenz [59].
Diese Abweichungen werden von Replikations- und Transkriptionsenzymen bei der
Verarbeitung der Information, d.h. bei der Umschreibung der DNA in die RNA, als Fehler
weitergegeben. Man unterscheidet bei den Mutationsarten zwischen Punkt- (eine Base
betreffend) und Blockmutationen (mehrere Nukleotide betreffend). Die Basen kdnnen
eliminiert (Deletion), durch falsche ersetzt (Substitution) oder hinzugefugt (Addition) werden
[46]. Der Grad der DNA-Zerstérung hangt von dem Apoptosestadium, vom Zelltyp und von

apoptoseinduzierenden Agens ab [5].

Um die genetische Stabilitat einer Zelle zu bewahren, braucht es effiziente Reparatur-

mechanismen sowohl fiir die spontanen als auch fiir die induzierten DNA-Lasionen [7].

Tabelle 5: DNA-Schaden und Reparaturverfahren

DNA-Schaden Reparaturverfahren
Basenverluste Basenexzisionsreparatur
Basenmodifikation Nukleotidexzisionsreparatur

Mehrfachschaden in einem Strang ,Mismatch“-Reparatur

fehlerhafte Basenpaarungen Nicht-homologe Rekombination

DNA-Doppelstrangbriiche Homologe Rekombination
Single strand annealing [69]
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Es sind verschiedene Mechanismen zur Reparatur UV-induzierter DNA-Schaden identifiziert
wurden. Die bekannteste ist die Nukleotidexzision. Sie beinhaltet einen Proteinkomplex,
welcher einen relativ grof3en strukturellen DNA-Schaden erkennt und eine Inzision am 5°-
und 3’-Ende der zerstorten DNA bewirkt. Daneben gibt es zwei weitere alternative
Reparaturmechanismen. Die Photolyasen und DNA-Glykosylasen binden spezifisch an UV-
Photoprodukte und reparieren oder initiieren die Reparatur der Schaden. Die Photolyasen
arbeiten Licht-abhangig. Diese Reaktion wird Photoreaktivierung genannt. Die Glykosylasen
bewirken eine Kerbe in einer Glykosydbindung in Zyklobutan-Pyrimidin-Dimeren und
erneuern die ,abasic“-Seite. Die entstandene ,abasic“-Seite ist Substrat fur die
Basenexzision [67]. Ein neuerer ,Alternativ-Exzision-Reparaturweg® bendtigt die
Endonuklease, stimuliert durch Einzelstrangbriiche der DNA [5, 67]. Sie tastet die DNA nach
Fehlern ab und spaltet die DNA bevorzugt an Methyl-Gruppen, die sich alle 250 Nukleotide
an der DNA befinden. Ist eine falsch gepaarte Base gefunden, erfolgt ein Einschnitt in den
zu reparierenden Strang an beiden Seiten der L&sion, um ein Fragment von 24 bis 32
Nukleotiden zu erzeugen. Man nennt diese Strategie auch das Nukleotid-Exzisions-
Reparatur-System. An diesen Einzelstrangbruch bindet die Polymerase |1, ein
Replikationsenzym, welches als Exonuklease das fehlerhafte Nukleotid herausschneidet
und als Polymerase mit Orientierung am intakten Strang die richtigen Nukleotide einfullt. Die

Spaltstellen im Einzelstrang werden durch eine Ligase wieder gekittet [42, 59, 61].

Es werden in der Literatur drei effiziente Wege zur Reparatur der Doppelstrang-DNA-Briche
beschrieben. Die homologe Rekombination, die nicht-homologe Rekombination und die
nicht-homologe Endverknlpfung. Diese Mechanismen koénnen alle zu einer genetischen
Veranderung fiihren. Die homologe Rekombination entspricht dem Prinzip vom ,error-free*-
Mechanismus. Monoaddukte werden durch den Nukleotidexzisionsweg bearbeitet. Dieser
kann den Schaden direkt durch die DNA-Polymerase n beheben, d.h. dass eine homologe
DNA-Strecke bendétigt wird und an jeder Seite der Lasion ein Schnitt erfolgt, so dass die
geschadigte Sequenz herausgeschnitten werden kann. Die Lasion kann auch durch die
Replikationspolymerase mit dem entsprechenden Co-Faktor vermieden werden, indem sie
eine Kopie vom unbeschadigten Strang macht. Die nicht-homologe Rekombination, das
wichtigste Reparaturverfahren bei Doppelstrangbriichen, bendétigt keine homologe DNA-
Sequenz, so dass der ,error-prone“-Weg zu einem grofRen Verlust an Basen (bis zu 10°
Basen) fuhren kann, da die Polymerase { an den Lasionen vorbeigeht. Die nicht-homologe
Rekombination ist wahrend der gesamten Interphase mdglich, die homologe Rekombination

jedoch nur in der Synthese-Phase [69].
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Der endverbindende Prozess ist sehr effektiv, da die Briiche an den Enden zusammen
gehalten werden und mit einem kleinen Energieverbrauch wieder verbunden werden [59, 61,
63].

Das ,Single Strand Anneling® bewirkt durch Exonukleasen einen Abbau der geschadigten
Einzelstrangenden und die anschlieRende Zusammenfiihrung der beiden Doppelstrange.
Dieses Verfahren fihrt zu einem hohen Verlust von DNA-Sequenzen. Die Mismatch-
Reparatur wird dann gestartet, wenn bei der Reparatursynthese Fehler unterlaufen sein
sollten. Dabei werden Basen als falsch erkannt, wenn sie mit der gegenuberliegenden Base
nicht gepaart werden kénnen. Am 5°-Ende nach einer CTAG-Sequenz nahe einer falschen
Base schneidet eine Endonuklease den Strang ein und eine Exonuklease baut den Strang
mit der falschen Base ab. Die Reparatursynthese erfolgt nach der Matrize des
gegenlberliegenden Stranges mit Hilfe einer Polymerase. Ligasen verbinden das neu

hergestellte Nukleotid mit dem zu reparierenden Strang [69].

1.4.2 Zellschutz gegen UV-Schaden

Viele Studien zeigen, dass das p53, bcl-2, bax, c-myc und die Caspasen einen Schwerpunkt

in der zellularen Antwort auf UV-Strahlen darstellen.

Das Tumorsuppressorgen p53 ist ein Transkriptionsfaktor und hat letztlich zwei Funktionen:
Die erste Aufgabe liegt in der Funktion als Kontrollpunkt fir runende Zellen im Ubergang der
G;- in die S-Phase des Zellzyklus. Hier sind die Zellen unfahig, Schaden zu reparieren. Die
zweite Funktion besteht darin, flr nicht reparierte Zellen die Apoptose einzuleiten, so dass
Zellen mit einem potentiellen Risiko fiir somatische Mutationen eliminiert werden [47]. Das
p53 hat also Einfluss auf die DNA-Reparatur und auf die Apoptose. Werden Zellen niedrigen
UV-Strahlendosen  ausgesetzt, induziert p53 eine  Herunterregulierung  der

Nukleotidexzisionsreparatur (NER) und von p21“an/ce!

(Inhibitor der Zyklin-abhangigen
Kinase, waf: Wildtyp p53-aktiviertes Fragment) und induziert den Zellzyklus-Stop am
Ubergang von der Gi-Phase zur S-Phase. Durch diesen Zeitgewinn kann die DNA-
Reparatur gestartet werden, noch bevor die geschadigte DNA auf die Tochterzelle
Ubertragen wird [48, 52]. Eine andere wichtige Rolle des p53-Proteins liegt in der

Bewahrung der genomischen Stabilitat, nachdem Zellen mit UV-Strahlung belastet wurden.
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Die induzierte  Apoptose (durch ionisierende  Strahlung, Zytostatika oder
Wachstumshemmer) in kultivierten Zellen ist von der Funktion des Wildtyp-p53 abhangig
[48, 49]. Dieser Wildtyp-p53, ein Phosphoprotein, ist ein Tumorsuppressorgen. Es bindet an
DNA-Schaden und initiiert ein gap1-Zellzyklusstop durch Aktivierung von p21. Dieses
hemmt die Zyklin-abhangige Kinase, so dass DNA-Reparaturenzyme genugend Zeit fur die
DNA-Reparatur haben [57]. Hohe UV-Dosen induzieren eine drastische Steigerung von p53,

welches eine Senkung des Bax-Proteins bewirkt und die Apoptose triggert.

Das p53 reguliert die Expression von Bcl-2/Bax wahrend des apoptoseinduzierenden
Prozesses. Bcl-2-Protein verhindert zum grélten Teil die Apoptose, das Bax-Protein bildet
mit Bcl-2 ein Dimer, inaktiviert es und flhrt zur Apoptoseeinleitung in vielen zellularen
Systemen [48, 49]. Bax kann somit die Funktion des Bcl-2, die Apoptose zu behindern,
hemmen. Wenn Bcl-2 im Uberschuss vorhanden ist, dominieren entweder Bcl-2-Bax-
Heterodimere oder Bcl-2-Homodimere und férdern ein Uberleben der Zellen. Im Gegensatz
dazu, wenn Bax-Proteine im Uberschuss vorhanden sind, dominieren Bax-Homodimere und

induzieren in den Zellen die Apoptose [52].

Bcl-2 ist ein Mitglied einer neuen Klasse von Proto-Onkogenen, die sowohl Inhibitoren als
auch Promotoren der Apoptose darstellen [25, 47]. Das Bcl-2 wurde erstmals in Zellen eines
B-Zell-Lymphoms beobachtet [49]. Bcl-2 ist im Zytoplasma, im endoplasmatischen
Retikulum und an der AuBenseite der Mitochondrienmembran lokalisiert [58]. Zu dieser
wachsenden Familie der Bcl-2-Proteine zahlen bei den Saugetieren Bcl-x, Mcl-1, A1
(antiapoptotische Proteine), Bax, Bik, Bcl-w oder Bad (proapoptotische Proteine). Sie
unterscheiden sich in ihren strukturellen Merkmalen. Einige dieser Proteine neigen dazu,
Homodimere und Heterodimere zu bilden, d.h. sie dimerisieren mit sich selbst und/oder mit
anderen  Familienmitgliedern. Das  Verhaltnis von  antiapoptotischen  versus
proapopototischen Dimeren ist flr die Festlegung des Zellwiderstandes gegen die Apoptose
wichtig [52]. Bcl-2-Proteine schitzen aber auch Tumorzellen vor der Apoptose [50], wenn
diese durch ionisierende Strahlung oder durch DNA-schadigende therapeutische Agenzien
induziert wurde [53]. Eine steigende Zahl an Arbeiten zeigen, dass der oxidative Stress eine
zentrale Rolle in der Apoptoseregulation darstellt und das Bcl-2-Protein die Funktion eines
Antioxidanten besitzt. Man denkt, dass Bcl-2 die Zytochrom C-Freisetzung aus den
Mitochondrien verhindert, die Bindung des Zytochroms an den Apoptose-aktivierenden
Faktor-1 (APAF-1) blockiert und dadurch auch die Apoptose hemmt.
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Eine Studie von Tinsley et al. hat gezeigt, dass eine Uberproduktion des Bcl-2 eine erhdhte
Resistenz gegenlber apoptoseinduzierenden Stimuli und ein verbessertes Sepsis-
Uberleben bewirkt. Weiter wurde eine Hemmung der Kaspasen durch das Bcl-2 gezeigt. Es
agiert zum Einen direkt mit den Kaspasen, zum Anderen verhindert es die

Kaspasenaktivierung durch Hemmung der Initiation der Apoptosekaskade [25].

Zysteinproteasen kénnen den Ablauf der Apoptose verhindern. Sie werden auch Kaspasen
(Zystein-Aspartat-spezifische Proteasen) genannt. Man unterscheidet 15 Kaspasen mit
unterschiedlichen Funktionen. Zum Beispiel: Die Apoptose kann Kaspase-3-abhangig und
Kaspase-9-unabhangig vorangehen oder auch umgekehrt. In der Studie von Tinsley wurde
herausgefunden, dass eine Sepsis viele Lymphozyten-Proteasen aktiviert wie Kaspase-2, -
3, -6 und -9, jedoch nicht Kaspase-1 (ein Mitglied der Interleukin-converting Enzymfamilie).
Der Grund scheint in der Nichtaktivierung der Kaspase-11 zu liegen, die die Kaspase-1
stimuliert. Sind die Kaspasen einmal aktiviert, so spalten sie eine Vielzahl von Substraten.
Es gibt vier bekannte Wege zur Aktivierung der Proteasen. Beim Fas- und TNF-Weg bringen
bestimmte Rezeptoren in der Zellmembran das Apoptosesignal in die Zelle und aktivieren
die Kaspase 8, die dann andere Kaspasen stimuliert. Der dritte Weg entspricht der direkten

Aktivierung der Kaspase-3 (eine hauptblockierende Kaspase).

Das Zytochrom C wird aus den Mitochondrien in das Zytoplasma freigesetzt und bindet an
den APAF-1. Der APAF-1 bindet an die Kaspase-9 und aktiviert die Kaspasenkaskade. Der
Verlust des Mitochondrienmembranpotentials und der Verlust des Zytochrom C soll ein
kritischer Moment in der frihen Phase der Apoptose sein [15, 25]. Dies entspricht der
vierten Mdglichkeit die Apoptose zu verhindern. Hier werden die Kaspasen-2, -3, -6 und -9
aktiviert [25].

C-myc ist ein Proto-Onkogen und es markiert die Apoptose [101]. Myc-Protein antwortet auf
die von der extrazellularen Umgebung kommenden Signale. Das myc-Produkt ist ein
Transkriptionsfaktor der ,Helix-Loop-Helix“-Klasse der DNA-bindenden Proteine. In der G;-
Phase des Zellzyklus steht die c-myc-Bildung unter der Kontrolle der Tumorsuppressorgene,
unter dem Einfluss des Gj-Zyklins oder viraler Antigene. Die Uberproduktion von c-myc
induziert die Apoptose. Eine gleichzeitige Expression von Bcl-2 und dem Onkogen c-myc
antagonisieren die Effekte von p53 in der G;-Phase des Zellzyklus und in der Apoptose. C-
myc zerstort andere Funktionen der genetischen Kontrolle in der frihen Gi-Phase des

Zellzyklusses, inklusive der Expression von Zyklin D1 [53].
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sowohl Proto-Onkogene,
Tumorsuppressorgene als auch Proteasen an der Regulation von Zellzyklus und

Apoptoseinduktion beteiligt sind.

1.4.3 Hitzeschockproteine, Struktur, Funktion

Hitzeschockproteine (Hsp) reprasentieren eine Proteinfamilie, die im Zytoplasma und im
Zellkern lokalisiert sind [54]. Stressproteine werden auch unter normalen Bedingungen
wahrend der Differenzierungsphase und Entwicklungsvorgangen exprimiert. Sie sind flr
eine korrekte Faltung, Zusammenlagerung, Stabilisierung und fir den Transport und Abbau
von anderen Proteinen notwendig. Bei Krankheiten, Infektionen oder Fehlfunktionen kénnen
sie dann vermehrt synthetisiert werden [56]. Zellen, die unter Stress geraten, z.B. durch
Veranderungen in ihrer normalen Umgebung, starten eine Stressreaktion. Dies induziert die
Synthese von ,Schutzproteinen®, bekannt als stressinduzierte- oder Hitzeschockproteine.
Die Hauptfunktion dieser Proteine ist der Schutz der Zellen wahrend der Stresszeit. Erreicht
der Stress ein sehr hohes Niveau, so ist es den Hitzeschockproteinen nicht mehr maoglich,
die Zelle zu schiitzen. Die Synthese wird gestoppt und die Apoptose eingeleitet. Durch
einen zu schnellen Stressanstieg wird die unkontrollierte Nekrose gestartet.
Hitzeschockproteine entwickeln in den Zellen eine Resistenz gegenlber toxischen

Substanzen, eine Thermotoleranz und eine Apoptoseresistenz [55].

Die Hitzeschock-Antwort ist eine schnelle, jedoch nur voriibergehende Reprogrammierung
der Zellaktivitdt, um empfindliche Strukturen vor einer Hitzeschadigung zu bewahren. Sie
ermoglicht eine zlgige und komplette Wiederherstellung von Zellstrukturen nach der

Stresssituation [68].

Man unterscheidet die Hitzeschockproteine anhand ihres Molekulargewichtes und ihrer
Funktion [54]. Sie sind phylogenetisch hochkonserviert und universell bei den Organismen
zu finden. Bei bestimmten Infektionen (Malaria, Tbc, Q-Fieber, Syphilis, Helicobacter pylori,

u.a.) ist das Auftreten von spezifischen Anti-Hsp-Antikorpern nachweisbar [56].
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Die Hauptchaperone der Hitzeschockproteine kénnen ihre Aufgaben nur in Kooperation mit
Helferproteinen (,cohort“-Proteine) erfullen. Die schnelle und kurzzeitige Induktion der
Stressproteinsynthese in Stresssituationen wird zum gréfdten Teil von einem spezifischen
Hitzeschocktranskriptionsfaktor (HSF1) kontrolliert. Es gibt noch andere wichtige HSF.
HSF2 ist fir die entwicklungsbedingte Hsp-Synthese verantwortlich. HSF3 ist ein Zelltyp-

spezifischer HSF, der auch durch Stress, aber mit verzégerter Kinetik aktiviert wird [56].

Die Expression von Hitzeschockproteinen an der Zellmembran von Thymozyten stellt eine
frihe Phase der Apoptose dar und wurde durch Poccia und Mitarbeiter in einer Arbeit
beschrieben. Die Verschiebung des Hsp auf die Zellmembran ist nicht nur die Konsequenz
einer Hsp-Neusynthese, sondern auch Folge einer Membranveranderung. Diese
oberflachliche Lokalisation der Hsp kdnnte eine Rolle in der Antigenprasentation spielen, in
der Bildung von Immunkomplexen, Hsp-Antikérpern und ist Grund fiir die Bindung zellularer
Antigene wahrend der Zellalterung. Die oberflachliche Expression von Hsp an apoptotischen

Zellen begunstigt die Bildung und die Prasentation von Zellabbauprodukten [54].

Hsp27 gehdrt zu der Familie von kleinen Stressproteinen. Es hat ein Molekulargewicht von
27000 Dalton. Eine Arbeit von Guenal zeigt, dass es dem Hsp27 mdglich ist, die Zellen
sowohl vor der Apoptose als auch vor der Nekrose zu schitzen, wenn Stimuli wie
Temperaturwechsel und Wasserstoffperoxid auf embryonale Fibroblasten von Ratten
einwirken. Eine Uberproduktion hatte in ihrer Versuchsreihe jedoch keinen Effekt auf die

Apoptosehemmung [58].

In der Literatur findet man, dass das Hsp27 der Phosphorylierung nach der Zellstimulation
durch verschiedene Agenzien, inklusive Hitze und Ischamie, unterliegt. Man hat
herausgefunden, dass es eine Resistenzentwicklung bei Tumorzellen gegenlber

chemotherapeutischen Agenzien bewirken kann [60].
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1.5 Zielstellung

Die vorliegende Arbeit verfolgte das Ziel, Lymphozyten von Patienten mit kutanem T-Zell-
Lymphom nach ECPI hinsichtlich der Induktion frihapoptotischer Ereignisse zu analysieren.
Eine verzogerte Apoptoseinduktion wurde bei der ECPI beschrieben. In dieser Arbeit sollte
die Frage nach der unmittelbaren Wirkung der ECPI auf die Lymphozyten geklart werden.
Des Weiteren sollte ein optimiertes in vitro-Testsystem etabliert werden, welches geeignet
ist, unter therapeutisch relevanten Versuchsbedingungen photoprotektive Effekte, wie
Hitzeschockproteine, zu untersuchen und die Frage geklart werden, ob apoptotische
Ereignisse durch Induktion zellprotektiver Hitzeschockproteine beeinflusst werden kénnen.
Das in vitro-Testsystem sollte weiter der Bestimmung der Zeitkinetik und der UV-Dosis- und

8-MOP-Konzentrationsabhangigkeit der friihen apoptotischen Ereignisse dienen kénnen.
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2 Material und Methoden

21 Probengewinnung/ Untersuchungsmaterial

211 Blutspender

Im Rahmen der Granulozytenfunktionsdiagnostik wird im Laborbereich der
Immunphysiologie des Institutes fur Immunologie Blut von Blutspendern aus dem Institut far
Transfusionsmedizin und Immunhamatologie der Medizinischen Fakultat der ,Otto-von-
Guericke“-Universitat Magdeburg verwendet. In dieser Arbeit wurden aus heparinisiertem

Vollblut mononukleéare Zellen separiert und bearbeitet.

2.1.2 Patienten

Aus der Kiinik fir Dermatologie und Venerologie der Medizinischen Fakultat der ,Otto-von-
Guericke“-Universitadt Magdeburg wurde Material von 5 Patienten (54 bis 74 Jahre) mit der
Diagnose eines kutanen T-Zell-Lymphoms, die sich der extrakorporalen Phototherapie

unterzogen haben, verwendet.

Bei einigen dieser Patienten wurde die Apoptoserate der mononuklearen Zellen wahrend
mehrerer Zyklen der extrakorporalen Photopherese bestimmt. Die Patienten erhielten keine
andere immunmodulatorische Therapie. Die Photopherese wurde an jeweils 2
aufeinanderfolgenden Tagen (eine Sitzung) unter Standardbedingungen (2 J/cm?, 250 ng/ml
8-MOP) an dem Gerat UVAR System (Therakos Inc., West Chester, PA, USA) durchgefihrt.

Den Patienten wurde unmittelbar vor der Photopherese heparinisiertes Vollblut enthommen.
Die leukozytenreiche Zellsuspension (Buffy Coat) wurde nach der UVA-Bestrahlung direkt

aus dem Buffy-Coat-Beutel steril entnommen.
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Tabelle 6:

Klinische Daten der Patienten.

Patient |Alter/Geschlecht Photophoresesitzung | Diagnose/Stadium
1 71/m 15+16 CTCL/ I
2 54/m 4+5+7 CTCL/ Il
3 65/m 6 CTCLMF Il b
4 69/m 7 CTCL/ 1l
5 72/w 6+7 CTCL/SSIb

(CTCL kutanes T-Zell-Lymphom, MF Mycosis fungoides,

Syndrom)

SS Sezary
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2.2 Reagenzien
Apoptosis Detection Kit (R&D System, Minneapolis, MA, USA)

Der Kit enthdlt Annexin V, FITC-markiert, Propidiumjodid und kalziumhaltigen
Bindungspuffer.

FIX & PERM Cell-Permeabilization Kit (,AN DER GRUB*, Wien, Osterreich)

Dieser Kit beinhaltet Fixierungsmedium und Permeabilisierungsmedium. Mit ihm werden
zuerst die zu untersuchenden Zellen mit Fixierungsmedium fixiert und im Anschluss daran
die Zellmembran mit Permeabilisierungsmedium fir Antikdrper durchgangig gemacht, um
intrazellulare Strukturen darstellen zu kénnen und dabei die charakteristische Morphologie

der Zellen intakt zu lassen.

Apo BrdU Kit (Pharmingen, Hamburg, Deutschland)

RPMI-1640 Medium (Seromed/ Biochrom KG, Berlin, Deutschland)

Fetales Kalberserum (Boehringer Ingelheim Bioproducts, Heidelberg, Deutschland)
Penicillin/ Streptomycin-Lésung (Life technologies GmbH, Eggenstein, Deutschland)
Ficoll-Paque PLUS (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland)

PBS Dulbecco’s (Life technologies GmbH, Eggenstein, Deutschland)

(8 g/l NaCl; 0,2 g/l KH,PO4: 0,2 g/l KCI; 1,15 g/l Na,HPOy,)

8-Methoxypsoralen (Gernot, Wien, Osterreich)
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2.3 Antikorper

Hsp 27

Spezifitat:
Klon:
Ig-Klasse:
Konzentration:
Herkunft:

Lieferant:

Sekundarantikorper

Spezifitat:
Ig-Klasse:
Konzentration:
Herkunft:

Lieferant:

Anti-Human Hsp27

G3.1, StressGen SPA-800

IgG 1

1 pg/ml

monoklonaler Antikérper von der Maus

BIOMOL Feinchemikalien GmbH, Hamburg, Deutschland

Anti-Maus IgG (H+L) F(ab’),, FITC-markiert
F(ab’), von IgG

1,4 mg/ml

Antiserum von der Ziege

dianova GmbH, Hamburg, Deutschland
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24 Lymphozytenseparation und -kultivierung

Als Voraussetzung aller funktionellen Untersuchungen wurden aus heparinisiertem Vollblut
gesunder Probanden die mononuklearen Zellen separiert. Zuerst wurden 5 ml Ficoll-Paque-
Lésung mit 7 ml Vollblut Uberschichtet und fur 25 Minuten bei einer Drehzahl von 1600 g
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Lymphozytenring abpipettiert und in entsprechende
Roéhrchen (Volumen 10 ml) verteilt. Danach wurde mit PBS (10 x konzentriertes PBS vor
Benutzung 1:10 verdiinnt) aufgeflllt, geschwenkt sowie erneut flir 15 min zentrifugiert bei
einer Drehzahl von 1000 g. Nach Entfernung des Uberstandes wurde die Zellkonzentration
auf 2x10° Zellen/ml eingestellt. Die Kultivierung erfolgte in RPMI-1640-Medium, das 10 %
fetales Kalberserum enthielt und zusatzlich mit Antibiotika (100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin) versetzt worden war. Die Zellen wurden im Brutschrank bei einer Temperatur
von 37 °C bei einem COx-Gehalt von 5 % inkubiert. In dieser Arbeit erfolgte die weitere

Verwendung der Zellen fur folgende funktionelle Ansatze:
Hitzeschockprotein-Bestimmungen (Hsp27)

l. Kontrollen (kein UVA, keine Warmeeinwirkung)

1. Proben nur mit UVA-Bestrahlung (2 J/m?)

M. Proben mit nur einer Warmebelastung von 42 °C Uber eine halbe Stunde

V. Proben mit einer Warmebelastung von 42 °C (ber eine halbe Stunde und
zusatzlicher UVA-Bestrahlung und 8-MOP Zugabe

Bestimmung der Apoptoserate (Annexinbindung, Propidiumjodid-Farbung,
Bromdesoxyuridineinbau)

l. Kontrollen (kein UVA, kein 8-MOP)
1. Proben nur mit UVA-Bestrahlung (0,5 J/cm?, 1,0 J/cm?, 2,0 J/cm?)
M. Proben nur mit 8-MOP (100 ng/ml, 200 ng/ml, 400 ng/ml)

V. Proben mit einer Kombination von 8-MOP und UVA

40



2.5 Apoptoseinduktion

2.51 UVA und 8-MOP

Die separierten Lymphozyten wurden in der 1. Testreihe mit verschiedenen UVA-Dosen
bestrahlt. Es wurden 0,5 J/cm?, 1,0 J/cm? und 2,0 J/cm? eingesetzt. Parallel dazu wurde eine
Kontrolle unbestrahlter Lymphozyten mitgefiihrt. Diese mit UVA bestrahlten Zellen wurden in
Abstanden von 1, 2, 4, 24 und 48 Stunden im Durchflusszytometer analysiert. In einer 2.
Versuchsreihe wurden die Zellen eine halbe Stunde vor der Bestrahlung mit 8-MOP
behandelt. Diese Substanz dient der Sensibilisierung gegenuber dem UVA-Einfluss. Es
kamen verschiedene Konzentrationen (0, 100, 200, 400 ng/ml) zum Einsatz. Jede dieser
Konzentrationen wurde mit den oben genannten UVA-Dosen bestrahlt und dann wieder in
entsprechenden Zeitintervallen analysiert. Diese Kreuzungstestreihe diente als Grundlage
zur Bestimmung der Apoptose unter bestimmten Einflissen (nur UVA, UVA und 8-MOP, nur
8-MOP) und der Optimierung der UVA-Dosis und der 8-MOP-Konzentration fir die
Versuchsreihen zur Bestimmung der Hitzeschockproteine und des

Bromdesoxyuridineinbaus.

2.5.2 Hitzeschock

Die Lymphozyten wurden bei 42 °C eine halbe Stunde im Wasserbad gewarmt und dann im
Brutschrank bei 37 °C fur 30 min aufbewahrt. Danach wurde 8-MOP in einer Konzentration
von 200 ng/ml in den Teil der Proben hinzugegeben, welche nach nochmaliger Inkubation
fir 30 min Dauer mit 2 J/cm? bestrahlt wurden. Der andere Teil wurde ohne Bestrahlung und
8-MOP-Zugabe analysiert. Die Messungen im Durchflusszytometer wurden in den
Abstanden 2 Stunden, 4 Stunden und 24 Stunden nach Belastung durchgeflhrt.
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Probenvorbereitung zur Darstellung der Hitzeschockproteine im Durchflusszytometer
Zellpermeabilisierung und Fixierung und intrazelluldare Anfarbung

e Hierfur wurde der Zell-Permeabilisierungs- und Fixierungs-Kit (,AN DER GRUB® Bio

Research GmbH) verwendet.
¢ Weiter fanden als primare Antikorper anti-Hsp27 {Klone: G3.1 Maus} Verwendung.

e Der sekundare Antikérper wurde von Jackson Immun Research Laboratories, Inc.
eingesetzt. Es handelte sich hier um Fluorescein (FITC)-konjugiertes F(ab"),-Fragment
Ziege Anti-Maus-IgG (H+L-Ketten).

In Anlehnung an die Gebrauchsanweisung der Bio Research GmbH erfolgte die Fixierung
und Permeabilisierung. Zu Beginn der Erstellung der Arbeitsvorschrift wurde eine
Optimierung der spater verwendeten Konzentrationen der primaren und sekundaren
Antikdrper durchgefiihrt. Es wurden 50 pl der Lymphozytensuspension (eingestellt auf 2x10°
Zellen/ml Medium) in ein 5 ml-Réhrchen gegeben. Im 2. Schritt gab man 100 pl
Fixierungsreagenz hinzu und inkubierte dieses Produkt bei Raumtemperatur 15 min. Im
Anschluss wurden 2 bis 3 ml PBS hinzugefligt und bei 300 x g fir 10 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgesaugt. Zum Zellpellet werden 100 pl Permeabilisierungsreagenz
und primarer Antikdrper (20 ul) hinzugegeben (Stammldsung auf 1:20 verdiinnen) und dann
bei Raumtemperatur 15 min inkubiert. Der nachste Schritt ist ein erneuter Waschvorgang,
danach folgen Zusatz von 2 bis 3 ml PBS und Zentrifugation bei 300 x g. Der Uberstand
wurde abgesaugt, zum Zellpellet gab man 100 pl PBS und sekundaren Antikérper (20 pl)
hinzu, und dann wurde bei Raumtemperatur 15 min im Dunkeln inkubiert. Nach einem
nochmaligen Waschvorgang wurden die Zellen in 300 pl Puffer (Cell Wash, Becton
Dickinson) resuspendiert. Diese Suspension kann nun bei 2 bis 8 °C im Dunkeln aufbewahrt
oder sofort im Durchflusszytometer analysiert werden. Die Messung erfolgte innerhalb von 2

Stunden nach Farbung.
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Zellfixierung und Oberflachenanfarbung der Hitzeschockproteine

e Auch hier wurde der Kit der ,AN DER GRUB" Bio Research GmbH benutzt. Man bendtigt

nur das Fixierungsmedium.
e Die primaren und sekundaren Antikdrper entsprechen den oben genannten Substanzen.

In dieser Testreihe wurden 50 pl Zellen (eingestellt auf 2x10° Zellen/ml) in jeweils 5 ml
Roéhrchen verteilt und das Fixierungsmedium (100 pl) hinzugegeben. Das Gemisch wurde
bei Raumtemperatur fur 15 Minuten inkubiert. Im Anschluss gab man 2 bis 3 ml PBS hinzu
und zentrifugierte 15 min bei 300 x g. Im néchsten Schritt wurde der Uberstand entfernt und
zum Zellpellet 100 pl PBS und primare Antikorper (1:100) sowie sekundare Antikorper
(1:100) hinzu pipettiert. Die anschlieffende Inkubation erfolgt 15 min bei Raumtemperatur
und im Dunkeln. Danach gab man 2 bis 3 ml PBS und zentrifugierte nochmals 15 min bei
300 x g. Der vorhandene Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen resuspendiert in die fir
die Analyse vorgesehene Losung (300 pl Cell-Wash). Die Probe konnte bei 2 bis 8 °C im

Dunkeln aufbewahrt oder sofort im Durchflusszytometer analysiert werden.
Analyse

Die Messung erfolgte am Durchflusszytometer FACScan (Becton Dickinson) mit Hilfe der
Software Lysis Il. Analysiert wurden jeweils 15000 Zellen. Gemessen wurde die FITC-
vermittelte Fluoreszenzintensitdt im Messkanal FL1. Die Abgrenzung von Hsp-
exprimierenden (M2) und nicht exprimierenden Zellen (M1) erfolgte anhand der
Markersetzung nach der Messung von Zellen, die entweder nur mit dem Primar- oder nur

mit dem Sekundarantikorper gefarbt worden waren.

Ermittelt wurde der prozentuale Anteil der Hitzeschockprotein-exprimierenden Zellen und die
mittlere Fluoreszenzintensitat dieser Zellen. Die Ergebnisse wurden dargestellt als

Mittelwerte der durchgeflihrten Einzelversuche und als Standardabweichung.
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2.6 Messung der Apoptoserate

2.6.1 Messung der Annexin V-Bindung

Eingesetzt wurde der Apoptosis Detection Kit von R&D Systems. Dieser Kit besteht aus den
drei genannten Komponenten: dem Fluorescein-konjugierten humanen Annexin V, dem
Propidiumjodid und dem Bindungspuffer. Das Prinzip der Analyse besteht darin, dass die
Zellen in der frilhen Phase der Apoptose die Phosphatidylserine an der Aufienseite der
Zellmembran exprimieren, womit sich das Annexin V daran binden kann. In der spaten
Phase ist die Zellmembran flr Propidiumjodid durchlassig. Es bindet sich an die zellulare
DNA. Das Ergebnis prasentiert drei Populationen an Zellen: lebende Zellen, Zellen in der

frihen Apoptose und Zellen in der spaten Apoptose/Nekrose.
Probenvorbereitung

e Von den vorbereiteten Lymphozyten ( eingestellt auf 1x10° Zellen/ml) wurden 100 pl in
ein Falcon-Réhrchen gegeben. Die Lymphozyten wurden vorab entweder mit
verschiedenen UVA-Dosen (0; 0.5; 1,0; 2,0 J/cm?) oder mit UVA und 8-MOP (0 ng/ml,
100 ng/ml, 200 ng/ml, 400 ng/ml) vorbehandelt.

¢ Danach versetzte man die Suspension mit 10 yl Annexin V und 10 pl Propidiumjodid und

inkubierte bei Raumtemperatur 15 min im Dunkeln.

e Im Anschluss musste innerhalb 1 Stunde im Durchflusszytometer gemessen werden.

Zur Analyse figte man 400 pl Bindungspuffer hinzu.
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Analyse der Annexin V-Bindung

Es wurden 10000 Ereignisse gemessen und mit der Lysis-ll-Software am
Durchflusszytometer (FACScan, Becton Dickinson) analysiert. Im Dotplot von
Vorwartsstreulicht gegen Seitwartsstreulicht (FSC versus SSC) wurde ein elektronisches
Gate gesetzt und die morphologisch intakten Lymphozyten eingegrenzt. In der Dotplot-
Darstellung von FL1 (Annexin V-FITC) gegen FL2 (Propidiumjodid) konnten drei

Zellpopulationen unterschieden werden.

Im 2. Quadranten stellten sich die Zellen dar, die sowohl mit Annexin als auch mit
Propidiumjodid markiert waren, im 3. Quadranten die nichtmarkierten Annexin- und PI-
negativen Zellen und im 4. Quadranten diejenigen Zellen, welche Annexin positiv, aber PI
negativ waren. Die Ergebnisse der jeweiligen Zellpopulationen wurden als prozentualer

Anteil der eingegrenzten Lymphozytenpopulation angegeben.

2.6.2 Messung des Bromdesoxyuridineinbaus

Prinzip

Der APO-BrdU™ Kit ist ein Kit zur Doppelfarbung von DNA-Strangbriichen und Gesamtzell-
DNA, um apoptotische Zellen im Durchflusszytometer zu finden. Er enthadlt das Enzym
terminale Desoxynucleotidyl Transferase (TdT), Bromdesoxyuridin-Triphosphat (Br-dUTP),
Fluorescein-markierte anti-BrdU-Antikérper zur Markierung der DNA-Briiche und

Propidiumjodid/RNase A-Ldsung fur die Darstellung der gesamten DNA.

Der Kit besteht aus zwei Teilen:

e Der Teil A besteht aus FITC-markiertem Anti-Brdu-mAb, PI/RNase-Puffer und drei

weiteren Puffern zum Waschen, fiir die Reaktionen und zur Spilung.

e Der Teil B enthalt Br-dUTP, negative und positive Kontrollzellen und TdT-Enzym.
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Wahrend der Apoptose wird die zellulare DNA durch Nukleasen in einzelne Fragmente
gebrochen. Diese Fragmente konnen aus den untergegangenen Zellen herausgelOst
werden und mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese sichtbar gemacht werden. Die DNA von
nichtapoptotischen Zellen zeigt in der Elektrophorese kein DNA-Leiter-Muster. Eine groRRe
Zahl von DNA-Fragmenten der apoptotischen Zellen haben an ihren Enden hauptsachlich
3’-Hydroxyl-Enden. Diese Tatsache macht man sich zunutze bei der Identifizierung toter
Zellen, die mit Br-dUTP markiert werden. Das Enzym TdT katalysiert die Verbindung
zwischen Desoxyribonukleosid-Triphosphat und den 3’-Hydroxyl-Enden der doppel- oder
einstrangigen DNA. Br-dUTP wird inkorporiert und durch FITC-markierte Anti-Br-dUTP
monoklonale Antikérper erkannt. Dies gibt ein starkes Signal im Durchflusszytometer.

Nichtaoptotische Zellen nehmen kein Br-dUTP auf.
Zellfixation

Im ersten Schritt wurden 1 bis 2 x 10° Zellen in 0,5 ml PBS aufgenommen. Danach gab man
1 x 5 ml Lyselésung hinzu und inkubierte fir 15 min bei Raumtemperatur. Im Anschluss
wurde 5 min bei 300 x g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation erfolgte ein Waschvorgang mit
5 ml PBS und man wiederholte das Zentrifugieren bei 300 x g. Die Zellen wurden in 0,5 ml
PBS resuspendiert und es wurden 5 ml eiskaltes 70 % Ethanol dazugegeben. Die Zellen

konnten 30 min auf Eis stehen gelassen oder bei -20 °C flr einige Tage gelagert werden.
Probenvorbereitung

1. Zunachst erfolgt das Resuspendieren der positiven und negativen Kontrollzellen
durch Vortexen. Davon werden 1 ml-Aliquote ( ca. 1x 10° Zellen/ ml ) abgenommen
und in Falcon-Rdhrchen gegeben. Bei 300 x g wurde dann 5 min zentrifugiert und

der 70 % Ethanol-Uberstand abgesaugt.

2. Wiederholung der Resuspension der Positiv- und Negativkontrolle sowie der
Testzellen in 1 ml Waschpuffer und 1 x waschen. Diesen Vorgang eventuell

nochmals durchfihren.

3. Jedes Zellpellet wurde in 50 pl DNA-Markierungslosung resuspendiert. Die
Markierungslésung enthalt TdT-Reaktionspuffer, TdT-Enzym und wurde
entsprechend den Angaben des Herstellers verdunnt. Die Losung ist 24 Stunden
haltbar.
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4. Fur 60 min werden die Zellen mit DNA-Markierungsldsung bei 37 °C im Wasserbad
inkubiert.

5. In jedes Roéhrchen gab man 1 ml Waschpuffer, zentrifugierte und saugte den
Uberstand ab.

6. Das Zellpellet wurde in 0,1 ml Anti-BrdU-FITC-Antikdrperldsung (die Herstellung
erfolgte nach den Richtlinien des Herstellers) resuspendiert und 30 min bei

Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.

7. Es wurden 0,9 ml Propidiumjodid/ RNase A-Lésung hinzugegeben.

8. Eine erneute Inkubation fur 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln folgte im

Anschluss.

9. Die Analyse muss innerhalb von 3 Stunden in der Propidiumjodid/RNase A-Ldsung

erfolgen.

Analyse des Bromdesoxyuridineinbaus

Die Messung erfolgte am Durchflusszytometer FACScan (Becton Dickinson) in FL1 (Anti-
BrdU-FITC) und FL3 (PI). Gezahlt wurden zwischen 7000 und 10000 Zellen. Es war keine
Veranderung der Kompensation notwendig. Anhand der positiven und negativen
Kontrollzellen wurde in FL3-A versus FL3-W gegatet. Die Y-Achse kennzeichnete die DNA-
Pulsflache, die X-Achse die DNA-Pulslange. Das Gate zum Ausschluss von Dubletten
wurde gesetzt. Dieses uUberprifte man mit den Testzellen. Die apoptotischen Zellen

analysierte man entweder im Dotplot (FL1 vs FL3) oder im FL1-Histogramm.
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3 Ergebnisse

3.1 Optimierung der Testparameter

3.11 Ermittlung der optimalen UVA-Dosis fiir ein in vitro-Testsystem

Ziel der Versuchsreihen war eine Etablierung eines in vitro-Testsystems zur Untersuchung
UVA-bedingter Apoptoseinduktion an Lymphozyten des peripheren Blutes. Zunachst wurde
die optimale UVA-Dosis fiir in vitro-Testsysteme ermittelt. Dafiir bestrahlte man
mononukleare Zellen mit unterschiedlichen UVA-Dosen und liell die brigen
Testbedingungen (kein Zusatz von 8-MOP und keine Warmezufuhr) konstant. Eine Kontroll-
Lymphozytenpopulation, ohne UV-Bestrahlung, wurde mit den Lymphozyten verglichen, die
mit 0,5 J/cm?, 1 J/cm? und 2 J/cm? bestrahlt wurden. Diese vier Gruppen wurden in
festgelegten Abstdnden von 1, 2, 4, 24, 48 und 72 Stunden nach Bestrahlung im
Durchflusszytometer analysiert. Zur Bestimmung frih- bzw. spatapoptotischer Zellen wurden
die Zellsuspensionen entsprechend mit Annexin und Pl angefarbt und die entsprechenden
Subpopulationen analysiert. Die Lymphozytenpopulation wurde anhand ihrer Vorwarts- und

Seitwartsstreulichteigenschaften eingegrenzt.

Das Diagramm 1 zeigt einen Vergleich der Zellen in der friihen Phase der Apoptose in
Abhangigkeit von der UVA-Dosis. Die photosensibilisierende Substanz 8-MOP wurde nicht

zugegeben.
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Diagramm 1: Abhéngigkeit des Prozentsatzes friihapoptotischer Zellen von der UVA-Dosis.
Isolierte mononukledre Zellen des peripheren Bluts wurden mit verschiedenen
UVA-Dosen bestrahlt (0,5; 1; 2 J/cm?). Nach einem Zeitraum von 1, 2, 4 oder 24 h
wurde der Prozentsatz friihapoptotischer Annexin*/Propidiumjodid-negativer
Lymphozyten am Durchflusszytometer ermittelt. Die Eingrenzung der
Lymphozytenpopulation erfolgte anhand ihrer Vorwarts- und
Seitwartsstreulichteigenschaften. Dargestellt wurden die Mittelwerte und
Standardabweichung aus 6 Versuchen.

Das Diagramm 1 zeigt, dass eine Abhangigkeit zwischen der UVA-Dosis und dem Anteil

frGhapoptotischer Ereignisse der Lymphozyten besteht. Bereits eine Stunde nach

Bestrahlung mit 2 J/cm? wurden 13,5 % fruhapoptotische Zellen gemessen, wahrend die

unbestrahlte Kontrolle nur 5,4 % Annexin*/Propidiumjodid-negative Lymphozyten aufwies.

Die ubrigen Werte lagen entsprechend der UVA-Dosis darunter: bei 1 J/cm? bis 9,3 %, bei

0,5 J/cm? bis 5,8 %. Eine weitere wesentliche Zunahme der friilhapoptotischen Ereignisse

war nicht zu beobachten. Im Zeitraum von 2 bis 4 Stunden bleibt der Prozentsatz annahernd

auf gleichem Niveau. Nach 24 Stunden ist der Unterschied zwischen den UVA-Dosen nicht
mehr deutlich erkennbar. Die Zellen weisen unabhangig von der vorangegangenen

Strahlenbelastung eine frihe Apoptoserate von durchschnittlich 15 % auf. Im Vergleich dazu

zeigten unbestrahlte Zellen eine Apoptoserate von 12 %.

Im gleichen Versuchsansatz wurde der Prozentsatz spatapoptotischer Annexin®/
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Propidiumjodid*-Ereignisse gemessen. Das Diagramm 2 stellt eine Zusammenfassung

derjenigen Versuchsreihen dar, bei denen die spate Phase der Apoptose untersucht wurde.

Auf den Zusatz von 8-MOP wurde verzichtet, um zunachst eine optimale UVA-Dosis zu

bestimmen.
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Diagramm 2: Abhdngigkeit des Prozentsatzes spatapoptotischer Zellen von der UVA-Dosis. Es

wurden isolierte mononukleare Zellen mit unterschiedlichen UVA-Dosen (0,5; 1; 2
J/icm?) bestrahlt. Nach einem Zeitabstand von 1, 2, 4, 24, 48 und 72 Stunden wurde
in diesem Versuchsansatz der Prozentsatz spatapoptotischer Annexin- und
Propidiumjodid positiver Lymphozyten im Durchflusszytometer analysiert. Zur
Eingrenzung dieser Zellen wurden ihre Vorwarts- und
Seitwartsstreulichteigenschaften verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichung aus 6 Versuchen.

Im Zeitraum von 1 Stunde bis 4 Stunden waren unabhangig von der Bestrahlungsdosis

keine spatapoptotischen Zellen messbar. Ein deutlicher Effekt der UVA-Dosis auf die spate

Apoptose war in dieser Versuchsreihe bei der UVA-Dosis von 2 J/cm? 24 Stunden nach

UVA-Bestrahlung zu verzeichnen. Zwischen 4 und 24 Stunden ist ein im Verhaltnis zu den

ubrigen Kurvenverlaufen bei einer Dosis von 2 J/cm? ein wesentlich steilerer Kurvenanstieg

zu erkennen. Der Anteil spatapoptotischer Zellen betragt 34,1 %. Dieser Effekt unterlag aber

auch grofien Schwankungen. Nach 72 Stunden erreichte die Zahl spatapoptotischer Zellen

nur noch einen Anstieg auf 48,2 % und damit, in dem Zeitraum zwischen 48 und 72

Stunden, ei

nen flacheren Kurvenverlauf.
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Die Bestrahlungsdosen 0,5 J/cm? und 1 J/cm? haben 72 Stunden nach Belastung einen

geringeren Einfluss auf die Apoptose.

Bei 1 J/cm? (14,2 %) wurde ein etwa doppelt so hoher Prozentsatz als bei 0,5 J/cm? (7,1 %)

gemessen. In der Kontrollgruppe betrug der Prozentsatz spatapoptotischer Zellen 2,9 %.

Beide Beobachtungen lassen die Schlussfolgerung zu, dass die UVA-Dosis von 2 J/cm? , im
gegebenen Versuchsansatz, die maximale Wirkung auf die Lymphozyten aufweist. Da diese
Strahlungsdosis auch im therapeutisch relevanten Bereich liegt, wurde sie flir die

Folgeuntersuchungen ausgewahlt.

3.1.2 Ermittlung des Einflusses von 8-MOP in Abwesenheit einer UVA Bestrahlung

8-Methoxypsoralen wird bei photochemischen Reaktionen als Photosensibilisator eingesetzt
und findet haufig in der PUVA-Therapie (Psoralen und UVA) Anwendung.

Im zweiten Untersuchungsschritt ist die Wirkung von 8-MOP allein auf die
Apoptoseinduktion untersucht wurden. Das 8-MOP bindet sich sowohl an die DNA als auch
an Proteine und Lipide von epidermalen Zellen. In Anlehnung an die in der Therapie
eingesetzten Konzentrationen, wurden 8-MOP-Konzentrationen von 100 ng/ml, 200 ng/ml

und 400 ng/ml im Vergleich zum Versuchsansatz ohne 8-MOP untersucht.
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Diagramm 3: Auswirkung der 8-MOP-Konzentration auf den Prozentsatz friihapoptotischer
Zellen in der Beobachtungszeit von 1 bis 24 Stunden nach 8-MOP-Zugabe. Die
isolierten mononuklearen Zellen wurden mit verschiedenen 8-MOP-
Konzentrationen versetzt, und nach einem Zeitraum von 1, 2, 4 und 24 Stunden
wurde der Prozentsatz friihapoptotischer Annexin*/Propidiumjodid-negativer
Lymphozyten am Durchflusszytometer ermittelt. Dargestellt wurden die
Mittelwerte und Standardabweichung aus 6 Versuchen.

Das Diagramm 3 zeigt, dass im Zeitraum von 1 bis 4 Stunden in der friihapoptotischen

Phase kein deutlicher Effekt des 8-MOP ohne zusatzliche Bestrahlung erkennbar ist. Die

Zahl der frihapoptotischen Ereignisse bleibt im Durchschnitt in den einzelnen

Versuchsreihen gleich hoch. Zum Beispiel wurden 6,1 % apoptotische Zellen 1 Stunde und

6,2 % 4 Stunden nach Zusatz von 200 ng/ml 8-MOP gemessen. Des Weiteren ist ein sehr

gleichmaRiger, flacher Anstieg im Zeitraum von 4 bis 24 Stunden nach 8-MOP-Zusatz in

allen Versuchsreihen erkennbar. Zwischen den eingesetzten 8-MOP-Konzentrationen gibt
es keinen Unterschied. Durchschnittlich wurde nach 24 Stunden ein prozentualer Anteil
frGhapoptotischer Zellen von 13,6 % gemessen. Analog zur frihapoptotischen Analyse
wurde der mogliche Einfluss verschiedener 8-MOP-Konzentrationen (0 ng/ml, 100 ng/ml,
200 ng/ml und 400 ng/ml) auf die spate Apoptose zu den Zeitpunkten 1 bis 24 Stunden nach

Zugabe des 8-Methoxypsoralens gemessen.

52



80 -

70 ~
—~ 60
9
§ 50 -
@
I\.l 40 -
a
o 30 A
Z
< 90 |

10 -

0 D e

1 2 4 24
Zeit (h)
—e— 0 ng/ml 8-MOP —=— 100 ng/ml 8-MOP —a— 200 ng/ml 8-MOP —x— 400 ng/ml 8-MOP

Diagramm 4: Auswirkung der 8-MOP-Konzentration auf die Zahl der spatapoptotischen
Lymphozyten in der Beobachtungszeit von 1 bis 24 Stunden. Die isolierten
mononuklearen Zellen wurden mit verschiedenen 8-MOP-Konzentrationen versetzt
und nach einem Zeitraum von 1, 2, 4 und 24 Stunden wurde der Prozentsatz
spatapoptotischer Annexin’/Propidiumjodid*-Lymphozyten am
Durchflusszytometer ermittelt. Dargestellt wurden die Mittelwerte und
Standardabweichung aus 6 Versuchen.

In den ersten 4 Stunden nach 8-MOP-Applikation konnten keine spaten Apoptoseereignisse

festgestellt werden. Im Zeitraum zwischen 4 und 24 Stunden konnte ein gleichmalig steiler

Anstieg in allen Reihen der spaten Apoptose nach Zusatz der verschiedenen 8-MOP

Konzentrationen gemessen werden. Dieser hatte in der Messung 24 Stunden nach

Applikation Maximalwerte erreicht. Diese betrugen in der Kontrollgruppe 20,9 %

spatapoptotischer Zellen und in der mit 100 ng/ml 8-MOP-behandelten Gruppe 22,5 %. Der

prozentuale Anteil spatapoptotischer Zellen nach Gabe von 200 ng/ml lag bei 18,2 %. In der

Messreihe nach Zusatz einer 8-MOP-Konzentration von 400 ng/ml wurde ein etwas

geringerer Prozentsatz von 15,7 % gemessen.

In der Zusammenfassung kann gesagt werden, dass keine deutlichen Unterschiede in der
Apoptoseinduktion nach Gabe verschiedener 8-MOP-Konzentrationen und 8-MOP-freier
Inkubation festgestellt wurden. Diese Aussage besitzt sowohl fur die frihe als auch fur die
spate Apoptose Gililtigkeit.
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3.1.3 Ermittlung der 8-MOP Konzentration in Abhéangigkeit von der

Bestrahlungsdosis

In der Behandlung einer Vielzahl von Hauterkrankungen finden sogenannte
Photosensibilisatoren eine breite Anwendung: z.B. 5-MOP, 8-MOP, 4,8,5 -Trimethylpsoralen
(TMP). Wie in den Diagrammen 3 und 4 gezeigt, weist 8-MOP ohne Vorhandensein von
ultravioletter Strahlung keinen wesentlichen Effekt auf eine Apoptoseinduktion auf. Zur
Klarung der optimalen in vitro-Versuchsbedingungen mit maximalen Effekten auf eine
Apoptoseinduktion wurde die Psoralen-Konzentration in Abhangigkeit von der UVA-Dosis
ermittelt. Dazu wurden exemplarisch 2 Zeitpunkte ausgewahlt: 4 Stunden fur den Nachweis
frihapoptotischer Ereignisse (da hier eine deutliche Differenz zwischen der UVA-Dosis 0
J/cm? und 2 J/cm? mit der geringsten Schwankungsbreite zu verzeichnen war; siehe
Diagramm 1) und 48 Stunden (da hier ein Plateau erreicht wurde und nach 72 Stunden
keine wesentliche Steigerung der Apoptoserate mehr erkennbar war; siehe Diagramm 2)

zum Nachweis spatapoptotischer Ereignisse.
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Diagramm 5: Abhangigkeit des Prozentsatzes friihapoptotischer Zellen von der UVA-Dosis
und der 8-MOP-Konzentration. Isolierte mononukledre Zellen des peripheren
Blutes wurden mit verschiedenen 8-MOP-Konzentrationen behandelt und mit
unterschiedlichen UVA-Dosen bestrahlt. Zum Zeitpunkt 4 Stunden nach
Exposition wurde die Zahl friihapoptotischer Annexin®/Pl-negativer Lymphozyten
am Durchflusszytometer ermittelt. Dargestellt wurden die Mittelwerte und die
Standardabweichung aus 6 Versuchen.
Im Diagramm 5 ist ein maximaler Anstieg des Prozentsatzes frihapoptotischer Zellen bei
einer 8-MOP Konzentration von 200 ng/ml mit Zunahme der UVA-Dosis zu verzeichnen. Es
wurden Werte von 13,1 % bei 0,5 J/cm? 19 % bei 1 J/cm? und bis 23,3 % bei 2 J/cm?
registriert. Vergleichsweise niedriger lagen die Werte bei 100 ng/ml 8-MOP (11,9 % bei 0,5
Jicm?, 21 % bei 1 J/cm?, bis 22 % bei 2 J/cm?). Bei 400 ng/ml 8-MOP (11 % bei 0,5 J/cm?,
13,56 % bei 1 Jlcm? bis 15,7 % bei 2 J/lcm?) war keine weitere Steigerung der Rate
frihapoptotischer Zellen festzustellen. Allerdings zeigen die Messergebnisse unter Einsatz
von 400 ng/ml 8-MOP im Vergleich zu 100 ng/ml und 200 ng/ml 8-MOP geringere
Schwankungen. Fir die folgenden Untersuchungen wurden deshalb die optimalen
Testbedingungen von 200 ng/ml 8-MOP und 2 J/cm? gewdahlt, da sich unter diesen
Voraussetzungen fiir die Messung der frilhen apoptotischen Ereignisse deutliche Effekte

erzielen lieRRen.
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Diagramm 6: Abhéangigkeit des Prozentsatzes spatapoptotischer Zellen von der UVA-Dosis
und der 8-MOP-Konzentration. Isolierte mononukledre Zellen des peripheren
Blutes wurden mit verschiedenen 8-MOP-Konzentrationen behandelt und mit
unterschiedlichen UVA-Dosen bestrahlt. Zum Zeitpunkt 48 Stunden nach
Exposition wurde die Zahl spitapoptotischer Annexin®/PI'-Lymphozyten am
Durchflusszytometer ermittelt. Dargestellt wurden die Mittelwerte und die
Standardabweichung aus 6 Versuchen.
Im gleichen Versuchsansatz wurde der Prozentsatz spatapoptotischer,
Annexin®/Propidiumjodid® doppelt positiver Zellen bestimmt. Mit der hochsten 8-MOP-
Konzentration (400 ng/ml) und UVA-Belastung (2 J/cm?) wurde ein maximaler Effekt erzielt.
Die Zahl der spatapoptotischen Zellen betrug 86 %. Bei 200 ng/ml 8-MOP und 2 J/cm?
wurde im Vergleich zum zuvor Genannten ein Anteil von 80 % an spatapoptotischen Zellen
registriert, bei 100 ng/ml 8-MOP und 2 J/cm? 72 % gemessen. Im Gegensatz dazu wurden
ohne 8-MOP und 2 J/cm? 46 % spatapoptotische Zellen gemessen. In der Kontrollgruppe
ohne Bestrahlung lag die Zahl der apoptotischen Zellen bei 0 J/cm? und den verschiedenen
8-MOP-Mengen jeweils unter 3,2 %. Bei einer Strahlungsdosis von 0,5 J/cm? betrug der
maximale Prozentsatz spatapoptotischer Zellen 48 Stunden nach Exposition 21 % bei einem
Zusatz von 200 und 400 ng/ml 8-MOP. Nach der Bestrahlung mit 1 J/cm? UVA wurde ein
prozentualer Anteil spatapoptotischer Zellen von 38,3 % (100 ng/ml 8-MOP), von 48 % (200

ng/ml 8-MOP) bzw. von 56 % (400 ng/ml 8-MOP) gemessen.
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Auch in dieser Versuchsreihe wurde die geringste Schwankungsbreite der Werte bei der
Konzentration von 400 ng/ml 8-MOP beobachtet.

Zusammenfassend lasst sich folgendes feststellen: Im Bereich von 0,5 bis 2 J/cm? kommt es
zu einer dosisabhangigen Zunahme des Prozentsatzes apoptotischer Zellen. Der
Photosensibilisator 8-MOP verstarkt diesen Effekt im Konzentrationsbereich von 100 bis 400
ng/ml. Die maximale Induktion frihapoptotischer Ereignisse nach 4 Stunden wurde bei einer
Bestrahlungsdosis von 2 J/cm? und einer 8-MOP-Konzentration von 200 ng/ml erzielt (23,3
%). Der groflite Prozentsatz spatapoptotischer Zellen wurde 48 Stunden nach Bestrahlung
mit ebenfalls 2 J/cm? und einer 8-MOP-Zugabe von 400 ng/ml gemessen (86 %). Bei
gleicher UVA-Dosis, aber der geringeren 8-MOP-Konzentration von 200 ng/ml betrug der
Anteil spatapoptotischer Zellen 80 %. In den therapeutischen Ansatzen werden
Konzentrationen von 200 ng/ml und Dosen von 2 J/cm? angewandt. Aus diesen Grinden
wurde flr das optimierte in vitro-Testsystem die Konzentration von 200 ng/ml 8-MOP und

eine Bestrahlungsdosis von 2 J/cm? gewahlt.

57



3.1.4 Kinetik der Apoptoseinduktion unter definierten optimalen Testbedingungen

Als Versuchsbedingungen werden die ermittelte optimale UVA-Dosis von 2 J/cm? sowie die
8-MOP-Konzentration von 200 ng/ml eingesetzt. Das Diagramm 7 zeigt eine
Gegenuberstellung der  Streulichteigenschaften sowie der  Annexin- und
Propidiumjodidfarbung zu dem frilhen Zeitpunkt 1 Stunde nach Bestrahlung und zu dem

spaten Zeitpunkt 24 Stunden nach Bestrahlung anhand eines ausgewahlten Beispiels.
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Diagramm 7: Analyse der friihen und spaten Apoptose der Lymphozyten 1 und 24 Stunden
nach Bestrahlung mit einer UVA-Dosis von 2 J/cm? und Belastung mit 200 ng/ml 8-
MOP; a, d, Vorwirts-(FCS) vs Seitwarts-(SSC) Lichtstreuung; b, c, e, f Dot plots
der Annexin V-Markierung (FL1) und Propidiumjodid-Markierung (FL2); R1 =
Region der intakten Lymphozyten; R2 = Region, typisch fiir die spate Apoptose.
Die Zellschrumpfung und der Anstieg der Granularitdt sind Merkmale der Apoptose. Die
Zellverkleinerung wird im FSC-Strahlengang und die Zunahme der Granulierung im SSC-
Strahlengang des Durchflusszytometers analysiert. Deswegen wurden Veranderungen der
Scattereigenschaften anhand eines ausgewahlten Beispiels veranschaulicht. Eine Stunde
nach der Bestrahlung findet man hauptsachlich morphologisch intakte Lymphozyten. Diese

wurden eingegrenzt und mit R1 bezeichnet (Diag.7a).
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Nach 24 Stunden nimmt der Prozentsatz an Zellen zu, die eine Zellschrumpfung und eine
Zunahme der Granularitat erfahren haben (R2, Diag.7d). Grenzt man die Zellen der Region
R1 (intakte Zellen) ein, so erkennt man einen offensichtlichen Anstieg der Annexin V-
Bindung (33 %) und der Annexin V-/Propidiumjodid-Doppelbindung (26 %) nach 24 Stunden
(Diag.7e).

Grenzt man die Zellen in der Region R2 ein, findet man einen deutlichen Anstieg der
Annexin V/Propidiumjodid doppelt angefarbten Lymphozyten auf 91 % nach 24 Stunden
(Diag.7f). Die einfache Farbung mit Annexin V zeigt keinen Effekt (6 % vs 4 % Annexin®/ PI-
negativ im Vergleich 1 und 24 Stunden nach Belastung). Dies veranschaulicht, dass diese
Zellpopulation in der Region R2 fast ausschlieRlich nur Zellen in der spaten Phase der
Apoptose beinhaltet. Da der Schwerpunkt der vorliegenden Untersuchungen auf der
Induktion frihapoptotischer Ereignisse lag, wurden im folgenden ausschlieflich die
morphologisch intakten Zellen in der Region R1 eingegrenzt und ausgewertet. Die sich
anschlielende Untersuchung verfolgte das Ziel, eine genaue Zeitkinetik der Induktion der
Apoptose zu ermitteln. Gemessen wurden die vitalen Zellen (unterer linker Quadrant ANN"
/PI'), die Annexin V-Bindung als Marker der friihen Apoptose (der untere rechte Quadrant
ANN'/PI') und die Annexin V-/Propidiumjodid-Doppelfarbung als Marker der spéaten
Apoptose (oberer rechter Quadrant ANN'/PI*). Eine Stunde nach der Strahlen- und
Psoralenexposition findet man den gréfiten Teil der Zellpopulation (ca. 70 %) im unteren
linken Quadranten. Der Anteil spatapoptotischer Zellen liegt unter 1 %. Dies bedeutet, dass
anfanglich ein hoher Prozentsatz der Zellen morphologisch intakt ist und eine intakte
Zellmembran aufweist und somit Annexin-negativ/Propidiumjodid-negativ ist. Je groRer der
zeitliche Abstand nach der Behandlung mit 200 ng/ml und 2 J/cm? wird, desto mehr
verschiebt sich die Zellpopulation in den oberen rechten Quadranten. Hier befinden sich die
Zellen, die eine gestorte Zellmembran aufweisen und sich in der spaten Phase der
Apoptose befinden (26 % bei R1) nach 24 Stunden. Annexin kann sich an die Zellmembran

binden und Propidiumjodid in das Zellinnere eindringen.
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Diagramm 8: Induktion der Apoptose unter definierten Bedingungen (2 J/cm? UVA+und 200
ng/ml 8-MOP) in Abhéngiq{kei} von fjer Zeit. Darstellung der frﬁher.l (ANN"/PI') und
spaten Apoptose (ANN'/PI'). Mittelwert und Standardabweichung aus 6
Versuchen.
Im Diagramm 8 wird erkennbar, dass unter definierten Bedingungen (200 ng/ml 8-MOP und
2 Jlcm? UVA) ein kontinuierlicher sehr flacher Anstieg in der friihen Phase der Apoptose von
19 % beim Zeitpunkt 1 Stunde bis zu einem Wert von 23 % apoptotischer Zellen bei 4
Stunden erfolgt. Danach ist wieder ein stetiger Abfall zu verzeichnen. Nach 24 Stunden
betragt der Wert der frihapoptotischen Zellen 15 % und der Wert der spatapoptotischen
Zellen 59 %. In der Gruppe der spatapoptotischen Zellen ist ein sprunghafter Anstieg der
Zahl apoptotischer Zellen zu verzeichnen (von 2,7 % vier Stunden nach Belastung auf 59
%). Nach 48 Stunden erreicht die Zahl der Annexin®/Propidiumjodid*-Zellen einen
maximalen Wert von 80 %. Nach Behandlung der Zellen mit 200 ng/ml 8-MOP und
Bestrahlung mit 2 J/cm? UVA Uberwiegen in den ersten 4 Stunden die friihapoptotischen
Zellen. Einen sprunghaften Wechsel verzeichnet man nach 4 Stunden, denn dann ist das
Verhaltnis umgekehrt. Man findet einen wesentlich héheren Prozentsatz spatapoptotischer
Zellen gegentber der Abnahme des Anteils friihapoptotischer Zellen. In der untersuchten
Zellgruppe lassen sich nach mehr als 4 Stunden nach Belastung zunehmend mehr in ihrer
Zellmorphologie zerstorte Zellen als intakte Zellen nachweisen. Es ist ein Behandlungseffekt

erkennbar.
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3.2 Einfluss eines Hitzeschocks auf die Apoptoseinduktion

Messung der Annexin V-Bindung und PI-Farbung apoptotischer Zellen

Die Hitzeschockantwort von Zellen und Organismen ist ein hoch konservierter
Reaktionsmechanismus in Stresssituationen. Es ist bekannt, dass eine hyperthermische
Behandlung eine Hitzeschockantwort auslést und Zellen vor UVB-induzierten

Strahlenschaden schiitzen kann.

In der folgenden Versuchsreihe wurde eine Hitzeschockreaktion der isolierten
mononuklearen Zellen des peripheren Blutes ausgeldst und deren Einfluss auf die UVA-
induzierte Zellapoptose untersucht. Die Zellen wurden entsprechend mit einer UVA-
Bestrahlung von 2 J/cm?, einem Hitzeschock von 42 °C Uber 30 min und der Kombination
von 30 Minuten Hitzeschock bei 42 °C und anschlieRender Bestrahlung ausgesetzt. Danach

wurden eine Analyse im Durchflusszytometer vorgenommen.
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Diagramm 9: Beeinflussung der UVA-induzierten friihapoptotischen Ereignisse durch
Hitzeschock. Isolierte mononukledare Zellen des peripheren Blutes wurden
entweder mit einer UVA-Dosis 2 J/cm? und Zusatz von 200 ng/ml 8-MOP oder mit
einer Warmezufuhr von 42 °C uber 30 min oder mit der Kombination dieser
StressgroBen behandelt. Zum Zeitpunkt 2, 4 und 18 Stunden nach Exposition
wurde die Zahl friihapoptotischer Annexin’/Pl-negativer Lymphozyten am
Durchflusszytometer ermittelt. Dargestellt wurden die Mittelwerte und
Standardabweichung aus 6 Versuchen.

Im Diagramm 9 ist erkennbar, dass unter den gewahlten physikalischen Stressbedingungen

der Prozentsatz friihapoptotischer Zellen in dem Zeitraum 2 bis 18 Stunden nach Exposition

zwischen 12 % und 19 % schwankt und keinen substantiellen Veranderungen unterliegt. Die

Zahl der fruhapoptotischen Zellen in der Kontrollgruppe und in der Population unter

Hitzebelastung von 42 °C betragt 2 Stunden nach Behandlung jeweils 12 %, 4 Stunden

danach 13 % in der Kontrollgruppe und 13,6 % unter Hitzebelastung und erreicht einen Wert

von jeweils 16 % nach 18 Stunden. Somit fuhrt ein Hitzeschock nicht zu einer Zunahme
frihapoptotischer Zellen. Die UVA-Bestrahlung fihrt zu einer erhéhten Rate

frGhapoptotischer Zellen im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle: 15 % vs 12 % nach 2

Stunden, 19 % vs 13 % nach 4 Stunden und 19 % vs 16 % nach 18 Stunden. Die Inkubation

der Zellen fir 30 Minuten bei 42 °C und anschlieRender Bestrahlung bewirkt eine

geringgradige Verminderung der Induktion friihapoptotischer Ereignisse.
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Nach 2 Stunden betragt die Apoptoserate 14 %, nach 4 Stunden 17 % und nach 18 Stunden

18 %. Das Ausgangsniveau unbestrahlter Zellen und nur hitzeschockbehandelter Zellen

wurde dabei nicht erreicht. Die Hitzeschockbehandlung zeigt somit die Tendenz, UVA-

induzierte frihapoptotische Ereignisse in geringfligigem MalRe zu vermindern.
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Diagramm 10: Beeinflussung der UVA-induzierten spatapoptotischen Ereignisse durch

Hitzeschock. Isolierte mononukledre Zellen des peripheren Blutes wurden
entweder mit einer UVA-Dosis von 2 J/cm? und Zusatz von 200 ng/ml 8-MOP, mit
einer Warmezufuhr von 42 °C iber 30 min und mit der Kombination dieser
Stressgrofen behandelt. Zum Zeitpunkt 2, 4 und 18 Stunden nach Exposition
wurde die Zahl spatapoptotischer Annexin®/PI*-Lymphozyten am
Durchflusszytometer ermittelt. Dargestellt wurden die Mittelwerte und die
Standardabweichung aus 6 Versuchen.

Im Vergleich zum Diagramm 9 zum Nachweis friihapoptotischer Zellen findet man im

Diagramm 10 einen gravierenden Unterschied. Zu den Zeitpunkten 2 und 4 Stunden nach

Exposition

ist ein ahnlich niedriger Prozentsatz spatapoptotischer Zellen in allen

Versuchsansatzen zu verzeichnen. Die Werte liegen alle um 1 %. Nach 18 Stunden kann

ein nur sehr flacher Anstieg der spatapoptotischen Zellen in der Kontrollgruppe auf einen

Wert von 2 % und der mit Warme behandelten Zellen auf 3 % gemessen werden.
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Hingegen ein sprunghafter Anstieg bei der UVA-bestrahlten Population (47 %) und der
kombiniert belasteten Gruppe (46 %) zu verzeichnen ist. Die Hitzeschockbehandlung der
mononuklearen Zellen vor einer anschlieBenden UVA-Bestrahlung zeigt somit keinen Effekt

auf den Prozentsatz spatapoptotischer Annexin*/PI*-Zellen.

Die Ergebnisse beruhen moglicherweise auf der Wirkung von Hitzeschockproteinen. Die
Proteine haben in kompensierten Stresssituationen einen zellprotektiven Effekt. Man findet
sie in dieser Situation intrazellular. Dagegen in der zunehmend dekompensierten
Stresssituation, in der Phase der Apoptose, gelangen sie an die Oberflache der Zellen. Am
Ende der Apoptose, in der Nekrose/Zellzerstérung, sind alle Hitzeschockproteine auf der
Zelloberflache. Das niedrigmolekulare Hsp27 spielt eine wesentliche Rolle bei einer
sogenannten Hitzeschockresistenz. Wir untersuchten deshalb die Expression des
Hitzeschockproteins Hsp27 nach UVA-Bestrahlung, nach Hitzeschock bzw. der Kombination

dieser Stressfaktoren.
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Diagramm 11: Darstellung der Expression des intrazellularen Hitzeschockproteins Hsp27 2, 4
und 18 Stunden nach UVA-Exposition (2 J/cm?) und Zusatz von 200 ng/ml 8-MOP,
nach Warmebelastung mit 42 °C iber 30 min und der kombinierten Behandlung
der isolierten mononukledren Zellen des peripheren Blutes. Die Zellen wurden
permeabilisiert und mit monoklonalen Anti-Hsp27-Antikorpern inkubiert.
Gemessen wurde die FITC-vermittelte Fluoreszenzintensitat im
Durchflusszytometer. Ermittelt wurde der prozentuale Anteil der Hsp27
exprimierenden Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte und die
Standardabweichung aus 6 Versuchen.

Im Diagramm 11 ist nach Hitzeschockbelastung oder nach Hitzeschock mit anschlieRender

UVA-Bestrahlung ein Anstieg des intrazellularen Hitzeschockproteins Hsp27 zu

verzeichnen. Durch die einfache UVA-Bestrahlung ist im Vergleich zu den Ubrigen

Belastungsformen ein wesentlich geringerer prozentualer Anstieg vorhanden. Im Verlauf ist

ein Anstieg von 5,8 % Hsp nach 2 Stunden auf 6,2 % nach 18 Stunden erkennbar.

Vergleichsweise dazu steigt unter einfacher Hitzebelastung (42 °C Uber einen Zeitraum von
30 min) die Zahl-Hsp27 exprimierender Zellen sprunghaft an: von 4,6 % nach 2 Stunden
Uber 7 % nach 4 Stunden auf 15,4 % nach 18 Stunden. Bei der doppelten Belastung ist

ahnlicher Weise ein solcher Anstieg, von 5 % Uber 8,6 % auf 11,3 % vorhanden.
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Diagramm 12: Darstellung des oberflachlichen Hitzeschockproteins Hsp27 2, 4 und 18
Stunden nach UVA-Exposition (2 J/cm?) und Zusatz von 200 ng/ml 8-MOP, nach
Warmebelastung mit 42 °C ilber 30 min und der kombinierten Behandlung der
isolierten mononuklearen Zellen des peripheren Blutes. Gemessen wurde die
FITC-vermittelte Fluoreszenzintensitat im Durchflusszytometer. Ermittelt wurde
der prozentuale Anteil der Hitzeschockprotein exprimierenden Zellen. Dargestelit
wurden die Ergebnisse von 6 Versuchen und die Standardabweichung.

Es ist beschrieben, dass wahrend der Apoptoseinduktion Hitzeschockproteine auch auf der

Zelloberflache nachgewiesen werden kénnen. Deshalb wurde der gleiche Versuchsansatz

mit nicht permeabilisierten Zellen durchgeflihrt. Die Ergebnisse sind im Diagramm 12

dargestellt. Der prozentuale Anteil von Zellen mit markietem oberflachlichem

Hitzeschockprotein zeigt in dieser Versuchsreihe einen sprunghaften Anstieg unter allen

Belastungen 18 Stunden nach Exposition sowie unter Kontrollbedingungen ohne Belastung.

Nach der UVA-Bestrahlung steigt die Zahl der Zellen von 5 % 2 Stunden nach Belastung auf
23 % 18 Stunden nach Belastung an. Genauso deutlich ist dies bei der doppelten Belastung
zu erkennen. Der Anteil Hsp27-exprimierender Zellen steigt von 6,2 % 2 Stunden auf 24 %
18 Stunden nach Belastung an. Im Vergleich dazu findet sich unter der einfachen

Hitzebelastung ein geringerer Anstieg von 5,6 % auf 13,7 %.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass unter allen physikalischen Bedingungen
ein Anstieg Hsp27-exprimierender Zellen zu verzeichnen ist. Die grote Menge von
intrazellularem Hsp27 ist unter der einfachen Hitzebehandlung vorhanden. Die Expression
von Hsp27 kénnte somit auch eine zellprotektive Wirkung haben, da die Apoptoserate nach
alleiniger Hitzebelastung im wesentlichen unbeeinflusst bleibt (Diagramm 9 und 10). Dies
zeigt sich ebenfalls in dem geringen Prozentsatz der Zellen mit oberflachlichen Hsp27-
Protein unter Warmeeinfluss gegentiber den prozentualen Anteilen unter UVA und bei der
doppelten Belastung. Der hdchste Anteil von Zellen mit Oberflachen-Hsp27-Expression ist
nach UVA und Hitzeschock zu verzeichnen. Je mehr oberflachliches Hsp27 und je geringer
das intrazellulare Hsp27 desto geringer ist moglicherweise die zellprotektive Wirkung und
mehr apoptotische Zellen treten auf.
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3.3 Messung apoptotischer Zellen iliber die Bestimmung der DNA-Strangbriiche

Zur Bestimmung der Apoptose wurde ein weiteres Testverfahren angewandt. Wahrend der
Apoptose wird die zellulare DNA in mehrere einzelne Fragmente gespalten. Die DNA-
Fragmentenden der apoptotischen Zellen weisen 3’-Hydroxyl-Enden auf. Diese kdnnen mit
Brom-dUTP markiert werden. Diese Markierung wird anschlieRBend mit FITC-markierten
Antikorpern sichtbar gemacht, die gegen Bromdesoxyuridin gerichtet sind. Die Menge der
vorhandenen DNA-Strangbriiche nach Einwirkung von ultravioletter Strahlung mit einer
Dosis von 2 J/cm? UVA, nach Hitzebelastung mit 42 °C ber 30 min und der kombinierten

Exposition ist in dem folgenden Abschnitt untersucht worden.
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Diagramm 13: Darstellung der DNA-Fragmente nach Behandlung von isolierten
mononukledren Zellen des peripheren Blutes durch UVA-Exposition (2 J/cm?) und
Zusatz von 200 ng/ml 8-MOP, nach Warmebelastung mit 42 °C tliber 30 min und der
kombinierten  Stresseinwirkung. Gemessen wurde die FITC-vermittelte
Fluoreszenzintensitat der FITC-markierten Anti-Br-dUTP-AK im
Durchflusszytometer. Ermittelt wurde die mittlere Fluoreszenzintensitat der DNA-
Strangbriiche. Dargestellt wurden die Mittelwerte und die Standardabweichung
aus 6 Versuchen.
Die mittlere Fluoreszenzintensitat ist ein Mal fur die Anzahl der DNA-Strangbriiche pro
Zelle. Zum Zeitpunkt 18 Stunden nach UVA und kombinierter Belastung wurde die starkste
mittlere Fluoreszenz gemessen. Die Werte steigen bei der alleinigen UVA-Bestrahlung von
252 nach 2 Stunden auf einen Wert von 926 nach 18 Stunden. Unter doppelter Belastung
wurde ein Anstieg der mittleren Fluoreszenzintensitat von 312 nach 2 Stunden auf 956 nach
18 Stunden festgestellt. Nach beiden Stresssituationen finden sich analog auch die meisten
apoptotischen Zellen. Durch Hitzebelastung steigt der Anteil der DNA-Fragmente nur auf
das 1,7-fache des Ausgangswertes von 295 nach 2 Stunden auf 497 nach 18 Stunden. Die
Zahl der apoptotischen Zellen ist vergleichsweise auch geringer als unter Bestrahlung und
kombinierter Belastung. Das folgende Diagramm zeigt dazu den Vergleich zum

prozentualen Anteil der Zellen mit DNA-Strangbriichen, also der apoptotischen Zellen.
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Diagramm 14: Induktion der Apoptose an isolierten mononuklearen Zellen unter definierten
Bedingungen: 1) 2 J/cm? UVA und 200 ng/ml 8-MOP, 2) Hitzebelastung 42 °C iiber
30 min und 3) kombinierte Exposition. Darstellung des prozentualen Anteils BrdU-
FITC*-Zellen mit DNA-Strangbriichen nach einem Zeitabstand von 2, 4 und
18 Stunden. Mittelwert und Standardabweichung von n=6.
Das Diagramm 14 zeigt den Prozentsatz der vorhandenen apoptotischen Zellen in
Abhangigkeit von den Stresssituationen Hitzeschock und UVA-Bestrahlung (ber den
Zeitraum 2, 4 und 18 Stunden nach Belastung auf. Es zeigt sich ein treppenférmiger Anstieg
der apoptotischen Zellen unter UVA-Bestrahlung von 46 % nach 2 Stunden tber 55 % nach
4 auf 69 % nach 18 Stunden. Unter der kombinierten Belastung zeigt sich ein flacher
Anstieg von 30 % auf 33 % im Zeitraum 2 bis 4 Stunden nach Behandlung. Anschlief3end
steigt der prozentuale Anteil apoptotischer Zellen sprunghaft auf 70 % an. Die mit Warme
behandelten Zellen gehen zu einem geringeren Prozentsatz in die Apoptose Uber. Nach 2
Stunden befinden sich 26 % der Zellen in der spatapoptotischen Phase und nach 18
Stunden nur 41 %. Mit der Methode der Messung der DNA-Strangbriiche als einem Merkmal
der spaten Apoptose konnte somit ein Ubereinstimmendes Ergebnis ermittelt werden im

Vergleich zur Annexin-/Propidiumjodidfarbung (siehe Diagramm 9 und 10).
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Zusammenfassend kann vermutet werden, dass nach UVA-Bestrahlung im Vergleich zur
Kombination die Menge der DNA-Fragmente am groften ist und somit mehr Zellen
apoptotisch sind. Ein Hitzeschock allein hat kaum Einfluss auf die Apoptoseinduktion, da
unter der alleinigen Hitzeeinwirkung im Vergleich zur Kontrolle nur eine geringfligige
Zunahme der DNA-Fragmente und somit apoptotische Zellen gemessen wurden. Die
alleinige Bestrahlung mit einer Dosis von 2 J/cm?* UVA fuhrt zu einer deutlichen
Apoptoseinduktion 18 Stunden nach Belastung. Eine vorherige Hitzebelastung der Zelle vor
Bestrahlung zeigt nach 2 und 4 Stunden einen protektiven Effekt. Nach 18 Stunden ist die
Apoptoserate der bestrahlten Zelle und der mit Hitzeschock und UVA-Strahlung

behandelten Zelle gleich.
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3.4 Quantifizierung der frihen und spaten Apoptose in ECPI-behandelten

Lymphozyten bei Patienten mit kutanem T-Zell-Lymphom

Die extrakorporale Photopherese beruht auf der ex vivo-Einwirkung von 8-MOP und UVA-
Licht auf die Leukozyten des peripheren Blutes. Es wird angenommen, dass die Induktion
des programmierten Zelltods einen mdglichen Wirkmechanismus der extrakorporalen
Photoimmuntherapie darstellt. In dem optimierten in vitro-Testsystem konnten wir sowohl
frlhe als auch spate apoptotische Ereignisse an Leukozyten nach UVA-Bestrahlung in
Anwesenheit von 8-MOP nachweisen. Deshalb sollte im Folgenden untersucht werden, ob
an Lymphozyten nach extrakorporaler Photopherese frih- und spatapoptotische Ereignisse
nachweisbar sind. In der vorliegenden Studie wurden Lymphozyten von Patienten (n=9) mit
einem kutanen T-Zell-Lymphom, die mit einer ECPI behandelt wurden, hinsichtlich friih- und
spatapoptotischer Ereignisse untersucht. Die Kinetik der Apoptoseinduktion wurde durch die
Doppelfarbung Annexin V und Propidiumjodid analysiert. Im Vorwarts- und
Seitwartsstreulichtdiagramm wurden die morphologisch intakten Zellen eingegrenzt.
AnschlieRend wurde die Fluoreszenzintensitat (FL-1: Annexin-FITC; FL-2: Propidiumjodid)

dieser Zellen analysiert.

Nicht bestrahlte Zellen wurden als Kontrolle herangezogen. Diese zeigten annahernd einen
gleichmaRigen Anstieg an Annexin-positiven Zellen von 12 % auf 20 % apoptotischer Zellen

in einem Zeitraum bis 20 Stunden nach Isolierung aus dem heparinisierten Blut.

ECPI-behandelte Zellen zeigten eine Induktion der friihen Apoptose nach 1 Stunde im
Vergleich zu nicht behandelten Zellen. 20 Stunden nach ECPI-Behandlung wurde ein sehr
deutlicher Anstieg ANN?/Pl-negativer friihapoptotischer Zellen gemessen (20 %
unbehandelte Zellen vs 34 % ECPIl-behandelte Zellen, Diagramm 15).

Bei der Quantifizierung der spatapoptotischen Zellen durch ANN'/PI*-Doppelfarbung fand
man keinen substantiellen Anstieg in dem Zeitraum 1 und 2 Stunden nach Behandlung. Der
prozentuale Anteil spatapoptotischer Zellen lag 1 Sunde nach Behandlung bei 0,43 % und
nach 2 Stunden bei 0,65 %. Nach 4 Stunden hingegen konnte eine Steigerung der

apoptotischen Zellen auf 1,41 % nachgewiesen werden.
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20 Stunden nach Beendigung der Behandlung zeigte der prozentuale Anteil der
spatapoptotischen Zellen einen sprunghaften Anstieg (1 % bei den unbehandelten Zellen vs
12 % der ECPI-behandelten Zellen, Diagramm 16). Frih- und spatapoptotische Zellen
setzen sich sowohl aus den nur Annexin-gefarbten Zellen als auch aus den mit
Annexin/Propidiumjodid doppelt gefarbten Zellen zusammen. In der Summe sind das mehr

als 40 % Annexin-positive Zellen.

Die Photopherese wird gewoéhnlich an 2 aufeinanderfolgenden Tagen durchgefihrt und
entspricht dann einer ECPI-Behandlung. In den Untersuchungen konnten keine
Unterschiede zwischen dem 1. und 2. Tag in den Annexin V bzw. Annexin V/Propidiumjodid

doppelt gefarbten Zellen gefunden werden (Diagramm 15, 16).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass in den in vitro-Testsystemen gleiche
Effekte in der friihen und spaten Apoptose an Lymphozyten wie in der ex vivo-Situation der
ECPI messbar sind.

1 Tag Tag 2

—e— vor ECPI —e— vor ECPI

—@— nach ECPI —=— nach ECPI

Annexin+/Pl-negative Zellen (%)
N
(6]
Annexin+/Pl-negative Zellen (%)
w
o
—
_'

1 2 4 18 1 2 4 18
Zeit (h) Zeit (h)

Diagramm 15: Darstellung des Prozentsatzes friihapoptotischer Lymphozyten von Patienten
welche der ECPI an zwei aufeinanderfolgenden Tagen unterzogen wurden.
Unbehandelte Zellen (die Kontrollgruppe) wurden aus heparinisiertem Blut vor der
ECPI-Behandlung isoliert. Danach erfolgte die Bestrahlung der Restzellen mit
einer Dosis von 2 J/icm? UVA. Zur Bestimmung der frithapoptotischen Zellen
wurden die Zellen mit FITC-markiertem Annexin V versetzt und der
durchflusszytometrischen Analyse unterzogen (AnnexinV-positiv/Propidiumjodid-
negative Zellen, Ann'/PI'). Die Analyse erfolgte 1, 2, 4 und 18 Stunden nach der
ECPI-Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichung von
einer Patientengruppe, n=9.
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Diagramm 16: Darstellung des Prozentsatzes spatapoptotischer Lymphozyten von Patienten,
welche der ECPI an zwei aufeinanderfolgenden Tagen unterzogen wurden. Die
spatapoptotischen Zellen wurden mit FITC-markiertem Annexin V und
Propidiumjodid in einer Doppelfarbung analysiert (Annexin V-
positiv/Propidiumjodid-positive Zellen, Ann*/PI"). Die Analyse erfolgte 1, 2, 4 und
18 Stunden nach der ECPI-Behandlung. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichung von einer Patientengruppe, n=9.
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4 Diskussion

4.1 Optimierung der Testparameter des in vitro-Systems zur Erfassung der

Apoptoseinduktion

Die Apoptose ist eine aktive Form des Zelltodes, welche durch spezifische morphologische
und biochemische Veranderungen charakterisiert wird. Sie wird von der Zellnekrose
unterschieden. Die Apoptose spielt eine bedeutende Rolle in der embryonalen Entwicklung,
in der Entwicklung und Erhaltung des Immunsystems, in der T-Zell-vermittelten
Immunreaktion und im normalen Wechsel der Zelldifferenzierung [70]. Optimierte und
konkrete Testparameter zur Bestimmung der Apoptoserate sind notwendig, um in vivo-
Prozesse mit einem in vitro-System vergleichen und Unterschiede oder Ahnlichkeiten

feststellen zu konnen.

Zur Ermittlung optimaler Testparameter fir ein in vitro-Testsystem wurden zunachst aus
heparinisiertem Vollblut gesunder Probanden mononukleare Zellen separiert und zur
Ermittlung einer optimalen UVA-Dosis mit unterschiedlichen UVA-Dosen bestrahlt. Zum
Vergleich lag eine Kontrollgruppe ohne Bestrahlung vor. Die Bestimmung der Apoptoserate
erfolgte im Zeitintervall von 1 bis 48 Stunden mittels durchflusszytometrischer Analyse. Die
Durchflusszytometrie ist ein bedeutendes diagnostisches Werkzeug in der klinischen
Immunologie und Hamatologie [86]. Durch ein elektronisches Gate wurden die
morphologisch intakten Zellen eingegrenzt. In der Darstellung FL1 (Annexin V-FITC) gegen
FL2 (Propidiumjodid) kénnen friih- und spatapoptotische Zellen unterschieden werden.
Spatapoptotische Zellen stellen diejenigen Zellen dar, die sowohl ANN*- und PI*-markiert
sind und frihapoptotische Zellen, die nur Annexin V-FITC gebunden hatten. Es gibt viele
verschiedene durchflusszytometrische Methoden zum Nachweis der Apoptose, z.B.
Acridinorange-Farbung, Farbung mit Ethidiumbromid sowie die 7-AAD Fluoreszenzemission
[96].

In dieser Arbeit wurden die Annexinbindung und die Propidiumjodidfarbung zum Nachweis
der Apoptose genutzt, da diese etablierte Methode eine sehr schnelle und einfache Technik
zur Apoptosebestimmung darstellt. Das Annexin V bindet sich an die Phosphatidylserine,

welche an der Aul3enseite der Zellmembran exprimiert werden [22].
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Das Annexin ist Mitglied einer groRen Familie von Ca?-abhangigen und Phospholipid-
bindenden Proteinen. Bei Vorhandensein einer physiologischen Kalziumionen-Konzentration
besitzt das Annexin eine hohe Affinitdt zu den negativ geladenen Phospholipiden, z. B. den
Phosphatidylserinen [87]. Das Propidiumjodid kann in der spaten Phase in die Zelle
eindringen und sich an die zellulare DNA binden. Diese Methode zur Bestimmung der
Apoptoserate in humanen Lymphozyten wird haufig angewandt, z.B. bei der Untersuchung
des Einflusses verschiedener Wirkstoffe wie Glucokortikoide [77], Cyclohexamid,
Actinomycin D, Dexamethason, Etoposide [102] und Hydroxychloroquine [19]. Mit dieser
Methode wurden bereits erfolgreich physikalische Einflisse, wie der UV-Strahlung [17, 83]
und der Temperatur [98], gemessen. Des Weiteren findet die Annexin V-Farbung
Anwendung bei Untersuchung von glatten Muskelzellen der Gefalde hinsichtlich der
Apopotoseinduktion und Thrombinbildung [101], bei der Bestimmung der Hitzeschock-
induzierten Apoptose in Osteoblasten [98], bei der Bestimmung von Apoptosemarkern bei
kardiovaskularen Erkrankungen [22] und beim Monitoring der Apoptoserate CD4+ T-
Helferzellen bei HIV-Infizierten [26]. Am Model der Sepsis-induzierten Apoptose von T-
Zellen bei Mausen wurde die Methode der Annexin V-Bindung ebenfalls erfolgreich

eingesetzt [25].

In unserem in vitro-Testsystem konnte 4 Stunden nach der UVA-Bestrahlung mit einer UVA-
Dosis von 2 J/cm? bei Analyse der frihapoptotischen Ereignisse ein sehr hoher Wert mit
geringerer Schwankungsbreite gemessen werden. Der hoéchste prozentuale Anteil
spatapoptotischer Ereignisse wurde ebenfalls bei einer UVA-Dosis von 2 J/cm? gemessen.
Danach war nur noch ein Plateau zu verzeichnen. T-Zell-Klone die krankheitsrelevant sind
werden in die Apoptose getrieben und induzieren eine neue Immunantwort Uber

antigenprasentierende Zellen, so dass abregulierende Klone neu auftreten.

Yoo et al. untersuchten in ihrer Arbeit die Apoptoseinduktion in mononuklearen Zellen von
Patienten mit Sezary-Syndrom und den Einfluss der extrakorporalen Photopherese im
Vergleich zur in vitro-PUVA-Therapie (8-MOP-Konzentration: 300 ng/ml, UVA-Dosis 2
J/icm?). Sie stellten fest, dass das 8-MOP allein keine Wirkung, jedoch in Kombination mit

der ultravioletten Strahlung einen apoptotischen Effekt besitzt.
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Mehr als 60 % der Zellen zeigten 24 Stunden und 84 % der Zellen zeigten 48 Stunden nach
der PUVA-Behandlung einen Abfall des Vorwarststreulichtes (FSC) und einen Anstieg des
Seitwartsstreulichtes (SSC), welche charakteristische Merkmale der Apoptose bei der
durchflusszytometrischen Analyse darstellen. Unter in vitro-Testbedingungen wurden

ahnliche Ergebnisse im Vergleich zwischen PUVA und ECPI ermittelt.

Yoo et al. vermuteten, dass TNF-a die Apoptose in verschiedenen Zell-Linien inklusive den
Tumor-Zellen induziert. Sie stellten einen signifikanten Anstieg der TNF-o-Produktion bei
den Monozyten nach der ECPI fest. TNF-a macht die Monozyten gegenuber der PUVA-
Therapie resistenter. Man vermutet, dass der Tumornekrosefaktor die Apoptose induziert
und somit die therapeutische Effizienz der ECPI beeinflusst [70]. Die ECPI induziert keine
Zerstdérung von Leukozyten in numerisch relevanter Zahl und ist unwirksam bei einem B-

Zell-Lymphom.

In einer zweiten Versuchsreihe wurde in der vorliegenden Arbeit die alleinige Wirkung des 8-
Methyloxypsoralens untersucht. Das 8-MOP gilt als photosensiblisierende Substanz. 30 min
vor der Analyse wurden die verschiedenen 8-MOP Konzentrationen (100 ng/ml, 200 ng/ml,
400 ng/ml) den einzelnen Proben zugegeben. Zum Vergleich diente eine Zellsuspension
ohne 8-MOP. Die Wirkung des 8-MOP auf den Prozentsatz friihapoptotischer Zellen in den
ersten 4 Stunden nach Belastung zeigt unter den einzelnen Konzentrationen keine
wesentliche Veranderung. Bei der Analyse der spatapoptotischen Zellen fallt auf, dass im
Zeitraum 4 bis 24 Stunden ein Anstieg des prozentualen Anteils spatapoptotischer Zellen zu
verzeichnen ist. Dies kann mdglicherweise auf den natirlichen Zelltod zurlckzuflihren sein,
der trotz Zugabe eines serumhaltigen Mediums und einer Antibiose (Penicillin und
Streptomycin) aufgrund mechanischer Zellschadigungen wahrend der Zellseparation und
Probenvorbereitung zur Analyse abgelaufen ist. Anderseits geht ein geringer Anteil nicht
stimulierter Lymphozyten in vifro auch unter optimalen Kulturbedingungen spontan in

Apoptose.

In der Studie von Vowels et al. wurden T-Lymphozyten und Monozyten mit
unterschiedlichen UVA-Dosen bestrahlt. Sie fanden heraus, dass mit einer Dosis von 2
J/cm? UVA allein 24 Stunden nach Belastung DNA-Schaden hervorgerufen werden, jedoch
die alleinige Gabe von 8-MOP keinen Effekt hat [82].
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Urano et al. stellten fest, dass die einfache 8-MOP-Behandlung keinen Effekt auf die
Oberflachenmoleklile der peripheren mononukledren Zellen des Blutes bewirkt, aber 8-MOP
zusammen mit UVA einen Abfall der Expression des CD4-Molekiils hervorruft [83]. Das 8-
MOP potenziert den UV-Effekt [78, 87, 92].

Die Wirkung verschiedener 8-MOP-Konzentrationen in Abhangigkeit von der UVA-Dosis
wurde in der vorliegenden Arbeit ebenfalls untersucht. Die mononuklearen Zellen wurden
30 min vor der UVA-Bestrahlung mit unterschiedlichen Konzentrationen des 8-MOP
versetzt. Gewahlt wurden 8-MOP-Konzentrationen von 100 ng/ml, 200 ng/ml und 400 ng/ml.
Danach erfolgte eine Bestrahlung mit 0,5 J/cm?, 1 J/cm? und 2 J/cm?. Verglichen wurde mit
einer Kontrollgruppe ohne 8-MOP-Zusatz und ohne UVA-Bestrahlung. Die Analyse erfolgte
ebenfalls mittels Annexin V-Bindung im Durchflusszytometer. Bei einer 8-MOP-
Konzentration von 200 ng/ml und einer UVA-Dosis von 2 J/cm? wurden die meisten
prozentualen frihapoptotischen Ereignisse gemessen. Bei der Analyse der
spatapoptotischen Ereignisse wurden die héchsten Werte bei einer 8-MOP-Konzentration
von 400 ng/ml und einer UVA-Dosis von 2 J/cm? erhalten. Der Wert des prozentualen Anteil
spatapoptotischer Zellen lag mit 80 % bei 200 ng/ml und gleicher UVA-Dosis nur geringfugig
unter dem Prozentsatz bei 400 ng/ml 8-MOP.

In einer Studie von Moor et al. wurden ebenfalls verschiedene 8-MOP-Konzentrationen und
ihre Wirkung bei einer UVA-Dosis von 1 J/cm? verglichen. In ihrer Arbeit wurden Zellen von
Mausen mit T-Zell-Lymphom behandelt. In dieser Arbeit wurde, mittels der Analyse der 8-
MOP-Photoaddukte und der MHC-Klasse |-Analyse (Immunoprazipation) mit steigender 8-
MOP-Konzentration eine Zunahme der apoptotischen Zellen gemessen. Bei einer 8-MOP-
Konzentration von 50 ng/ml wurden 36 % apoptotische Zellen, bei 100 ng/ml 46 %
apoptotische Zellen und bei 200 ng/ml und einer UVA Dosis von 1 J/cm? 56 % apoptotische
Zellen gemessen [81]. Vowels et al. stellten in ihrer Arbeit fest, dass 24 Stunden nach
Behandlung von T-Lymphozyten bzw. mononukledren Zellen mit einer Konzentration von
200 ng/ml 8-MOP und einer UVA-Dosis von 2 J/cm? ein sprunghafter Anstieg an
apoptotischen Zellen zu verzeichnen war. Der ermittelte Wert lag bei ihren Untersuchungen
bei 80 % apoptotische Zellen. Die Analyse erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie und
durch Agarose-Gel-Elektropherese nach DNA-Extraktion [82].

In den Photochemotherapien wurden in der Regel eine UVA-Dosis von 2 J/cm? und eine 8-
MOP-Konzentration zwischen 200 und 300 ng/ml eingesetzt [86], so z.B. auch in der
Therapie des Sezary-Syndroms [82], des kutanen T-Zell-Lymphoms [81], der Mycosis
fungoides [93] und der Psoriasis [66].
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In einer vierten Versuchsreihe, in welcher die Zeitkinetik unter definierten Bedingungen (200
ng/ml und eine UVA-Dosis von 2 J/cm?) untersucht wurde, konnten die vorherigen
Ergebnisse bestatigt werden. Im Vergleich mit der ex vivo-Patientenstudie kann festgestellt
werden, dass der prozentuale Anteil frihapoptotischer Zellen nach ECPI mit Werten
zwischen 18 % und 35 % gegenuber der in vitro-Studie (23 %) hdhere Werte aufwies.
Dieser Unterschied kann mdglicherweise auf eine erhohte mechanische Belastung unter
ECPI-Therapie oder auf pathologische Veranderungen der Zellen auf Grund der

vorliegenden Grunderkrankung zurlickzuflihren sein.

Vowels et al. untersuchten in einer weiteren Arbeit Monozyten von Patienten mit CTCL und
systemischer Sklerose. Ex vivo-Versuche verglichen die Monozyten von Patienten vor und
nach ECPI. Die ECPI induzierte einen signifikanten Anstieg der TNF-o-Synthesesteigerung.
Der Anstieg der TNF-a-Produktion kann als Folge der ECPI gewertet werden und ist
bedeutend fir die Behandlung das CTCL und der systemischen Sklerose. Beim CTCL kann
es verschiedene Anti-Tumor-Effekte auslosen und bei der systemischen Sklerose kann

TNF-a die Kollagensynthese unterdricken und die Kollagenase-Produktion aktivieren [73].

Marks et al. zeigten in ihren Untersuchungen ahnliche Ergebnisse. Bei einer UVA-Dosis von
2 J/lem? und einer 8-MOP-Konzentration 300 ng/ml waren 48 Stunden nach Exposition tber
61 % der Lymphozyten von Patienten mit kutanem T-Zell-Lymphom apoptotisch. Die Zellen
zeigen nach einer UVA-8-MOP-Behandlung rupturierte Zellmembranen, DNA-Schaden und
eine Verminderung von NAD und ATP mit Anstieg der Poly-(ADP-Ribose)-Synthetase,
stellen die makromolekulare Synthese ein und die Funktion der Zellmembran wird
geschadigt [78]. Marks und Fox konnten weiterhin die charakteristischen morphologischen
Veranderungen und die DNA-Fragmentation, durch Endonukleasen hervorgerufen,
nachweisen. Des Weiteren findet eine Stérung des Kalzium-lonen-Transportes durch
Zerstérung des Na'/Ca?'-Kanals statt. Die Kalziumtransport-ATPase kann das Kalzium nicht
mehr aktiv aus der Zelle heraus beférdern. Der Kalziuminflux vor dem
Zellmembranfunktionsverlust kann einen Ausléser der Apoptose darstellen [92]. Der
programmierte Zelltod wird ebenfalls durch die Zerstérung lebensnotwendiger
Zellkomponenten, wie Bcl-2, der Kernmembran, des U1-RNP (U1-Ribonukledres Protein,
beeinflusst die RNA-Verkettung) oder der Protein-Phosphatase 2A induziert [66].
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Breuckmann et al. untersuchten den Einfluss der UVA-1-Strahlung auf Lymphozyten von
Patienten mit atopischer Dermatitis. Sie konnten mittels Immunhistochemie in Hautbioptaten
zeigen, dass unter UV-Strahlung die Konzentration des Apoptoseinhibitors Bcl-2 abnahm
und die des Tumorsuppressorgens p53 zunahm. Dies bewirkte einen Regredienz der
Lymphozyteninfiltration in die Haut und ein Abnahme der Anzahl der T-Zellen (CD3+). Das
p53 wirkt dem Bcl-2 entgegen und induziert die Apoptose durch einen Zellteilungsstop am
Ubergang von der G;-Phase zur S-Phase. Kann der chromosomale Schaden nicht repariert
werden, wird der programmierte Zelltod induziert. Die Balance zwischen der bcl-2 und p53-
Genexpression spielt eine entscheidende Rolle in der Apoptoseinduktion, die zu einem
signifikantem Abfall an korresponierenden T-Zellen fihrt und zum Heilungsprozess der
Hauterkrankung beitragt [16].

Es ist bekannt, dass die UVA-Strahlung Einzelstrangbriche der DNA humaner Zellen
induziert. Vowels et al. stellten in ihren Untersuchungen fest, dass bei einer UVA-Dosis von
2 Jlcm? die groRte Anzahl an DNA-Briichen hervorgerufen wird. Wenn Zellen zusatzlich mit
300 ng/ml 8-MOP inkubiert wurden, erreichte Vowels das Maximum an Einzelstrangbriichen
bereits mit einer Dosis von 1,5 J/cm?. Vowels fuhrt weiter aus, dass die Einzelstrangbruche
nicht mit der Apoptoserate korrelieren, da 50 % mehr Zellen apoptotisch unter der
Kombinationsbehandlung von 8-MOP und UVA vs UVA allein gemessen wurden. Er
vermutet, dass einige Zellen in der Lage sind, die DNA-Einzelstrangbriiche zu reparieren
und somit nicht in die Apoptose Ubergehen. 8-MOP, ein DNA-Quervernetzer, welches Mono-
und Biaddukte (Zwischenstrangverkreuzungen) bildet, bewirkt, dass eine effektive Reparatur
der DNA nicht mdéglich ist und die Zellen in die Apoptose Ubergehen. Vowels fand eine
Korrelation zwischen der 8-MOP-Konzentration, der UVA-Dosis und dem prozentualen
Anteil apoptotischer Zellen gegenlber einem bestimmten Niveau an DNA-Schaden, wo die
Apoptoseschwelle erreicht und der programmierte Zelltod getriggert wird. Die Kombination 2
J/cm? UVA und 200 ng/ml 8-MOP hat einen verzégerten Einfluss auf die Apoptoseinduktion,
da die Zellpopulation nach 48 Stunden apoptotisch wird [82].

Die relevante UVA-Dosis in der ECPI liegt bei 2 J/cm?. Proteine binden an 8-MOP und
werden durch verschiedene reaktive-Sauerstoffmetabolite geschadigt: direkte Oxidation der
Aminosaureverbindungen und der Proteine. Reinheckel et al. testeten verschiedene 8-MOP
Konzentrationen (0, 50, 200, 400 ng/ml) und UVA-Dosen (0, 0,5, 1, 2 J/cm?) in einem in
vitro-Experiment. Sie bestimmten die totale antioxidative Kapazitat. Diese war bei einer
UVA-Dosis von 1 J/cm? und 2 J/cm? reduziert. Der antioxidative Status war ebenso unter
Zugabe des 8-MOP reduziert.
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Der grofte Effekt war bei den Konzentrationen von 50 und 200 ng/ml 8-MOP, welche auch

den therapeutischen Konzentrationen entsprechen, gemessen worden [95].

Johnson et al. untersuchten humane T-Lymphozyten und mononukledre Zellen des
peripheren Blutes gesunder Probanden und Keratinozyten. Die Analyse der Apoptose
erfolgte durch Bestimmung der DNA-Fragmente mit der TUNEL-Technik sowie der
Veranderungen der Zellmorphologie mit der Durchflusszytometrie und durch Bestimmung
des sub-G-DNA-Peaks. Die PUVA-behandelten Lymphozyten zeigten einen verlangsamten
Ablauf des Zellzyklus 24 Stunden nach Behandlung. Die S-Phase ist extrem verzogert, der
S-Peak wird erst 14 und 24 Stunden nach der Behandlung erreicht. Der G,-Peak wird erst 4
Tage nach Behandlung gefunden vs 10 h G- und S-Phase. In der Kontrollgruppe wird G,
nach 14 Stunden und G; nach 24 Stunden erreicht. Dies wiirde bedeuten, dass durch die
PUVA-Therapie der Zellzyklus blockiert wird und die Zellen in der spaten S-Phase oder in
der Go-Phase oder zu einem friheren Zeitpunkt in die Apoptose Ubergehen. Die T-
Lymphozyten-Proliferation in vitro wird durch eine relevante PUVA-Dosis und 8-MOP-
Konzentration (10 bis 500 ng/ml 8-MOP, 0,5 bis 2 J/cm? UVA) gehemmt. Im Vergleich dazu
werden die Keratinozyten in ihrem Wachstum irreversibel gehemmt, sind aber voll
lebensfahig. Uber mehrere Tage waren die Zellen vergroRert und synthetisierten spezifische

Proteine, wie Keratin 1 und Transglutaminase [94].

Nach der Photopherese werden die peripheren Blutlymphozyten wieder reinfundiert und
wesentlich schneller durch das Makrophagensystem eliminiert und haben eine geringere
Chance, mit anderen Immunmodulatoren zu reagieren. Wenn ein Teil dieser Zellen einige
Tage Uberlebt, ist es denkbar, dass sie Signalproteine induzieren. Diese Vermutung stellt
eine Hypothese dar, die in Zukunft getestet werden sollte. In der Arbeit von Enomoto wird
festgestellt, dass die Lymphozyten Immunmodulatoren, z.B. Zytokine freisetzen und durch
eine veranderte Expression der Membranrezeptoren die Immunreaktion modulieren. Er
vermutet, dass die Lymphozyten nach der PUVA-Therapie verandert und geschadigt sind,
so dass sie in ihrer Funktionskapazitat und der Expression von Membranmolekilen

eingeschrankt sind [80].

Vermes stellt fest, dass die Rate der in vitro-Apoptose und sekundaren Nekrose von
normalen B-Lymphozyten vermutlich héher ist als von normalen T-Zellen und B-CLL-Zellen
im Kulturmedium. B-CLL-Lymphozyten sind durch die Uberexpression von bcl-2-Gene

gegenlber der Apoptose geschutzt [77].
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4.2 Einfluss des Hitzeschocks auf die Apoptoseinduktion von Lymphozyten

Hitzeschockproteine werden in jedem Organismus vom Bakterium bis zur menschlichen
Zelle synthetisiert, als Antwort auf eine Vielzahl von Stresssituationen, wie der
Hyperthermie, der Hypoxie, der Ischamie, wahrend des oxidativen Stresses, durch die
Wirkung freier Radikale oder durch Hemmung des Energiemetabolismus bei
Entzindungsreaktionen. Hitzeschockproteine sind im endoplasmatischem Retikulum, in den
Mitochondrien, im Zytoplasma und im Zellkern lokalisiert. Auf der Basis ihres
Molekulargewichtes und ihrer Aminosaurensequenz werden sie in verschiedene Typen
unterteilt [89, 90].

In dieser Arbeit haben wir den direkten Hitzeeinfluss sowie den Einfluss der UVA-
Bestrahlung und die kombinierte Stresseinwirkung auf die Apoptoseinduktion analysiert und
verglichen. Die mononuklearen Zellen des peripheren Blutes wurden aus dem Blut gesunder
Probanden separiert und flr die weiteren Ablaufe vorbereitet. Die Lymphozyten wurden
entweder mit einer UVA-Dosis von 2 J/cm? und einem Zusatz von 200 ng/ml 8-MOP belastet
oder einer Hitzebelastung von 42 °C Uber einen Zeitraum von 30 min behandelt. Ein
weiterer Versuchsansatz bestand aus der kombinierten Stresssituation, wobei die Zellen vor
Bestrahlung mit der Dosis von 2 J/cm? und der 8-MOP-Gabe Uber einen Zeitraum von 30
Minuten der Hitze von 42 °C ausgesetzt wurden. Die Analyse der frih- und
spatapoptotischen Ereignisse erfolgte mit der Durchflusszytometrie. Die Zellen wurden
vorher mit Annexin V-FITC markiert und mit Propidiumjodid gefarbt. Der prozentuale Anteil
frGhapoptotischer Zellen war bei der UVA-behandelten Zellpopulation gegeniber der
Kombination, mit UVA und 8-MOP und Hitzeeinwirkung, sowie gegenlber der einfachen
Hitzebelastung und der Kontrollgruppe am grof3ten. Der Prozentsatz friihapoptotischer
Ereignisse zeigte einen Abfall, beginnend von der kombinierten Behandlung, der alleinigen

Hitzebelastung bis zur Kontrollgruppe.

Bei der Analyse der spatapoptotischen Ereignisse stellten wir einen ahnlichen, aber
wesentlich deutlicheren Unterschied fest. Die UVA-behandelten Zellen zeigten den gréften
Prozentsatz spatapoptotischer Zellen. Unter dem Einfluss der kombinierten Stressbelastung
wurde ein etwas geringerer Teil spatapoptotischer Zellen im Vergleich zur UVA-behandelten

Zellgruppe gemessen.
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Die alleinige Hitzebelastung bewirkte scheinbar im Verhaltnis zu den Zellpopulationen, die
mit ultravioletter Strahlung und mit UVA-Strahlung und Hitze behandelt wurden, einen
wesentlich geringeren Einfluss auf die Apoptoseinduktion. Der Prozentsatz der

apoptotischen Zellen zeigte ein deutlich niedrigeres Niveau.

Es gibt viele Mdglichkeiten, den Nachweis der Apoptose zu flihren und den Prozentsatz
apoptotischer Ereignisse zu bestimmen. Die durchflusszytometrische Analyse [17], der
Nachweis morphologischer Veranderungen mit dem Licht- und Elektronenmikroskop [18, 22,
99], der DNA-Fragmentnachweis [55, 78, 87], Acridinorange-Farbung [45], Western-Blot-

Analyse [55, 99] sowie die Bestimmung der Hitzeschockproteinexpression [58, 89].

In  dieser Arbeit wurde parallel zur Apoptoseinduktion die Expression des
Hitzeschockproteins Hsp27 untersucht. Es sollte der Frage nachgegangen werden, ob durch
einen Hitzeschock die UVA-induzierte Apoptose in Lymphozyten moduliert werden kann.
Das Hsp27, ein niedrigmolekulares Hitzeschockprotein, spielt eine wesentliche Rolle im
Anstieg der Thermoresistenz [89]. Man stellte fest, dass unter der alleinigen Hitzebelastung
der grofdte Prozentsatz (15,4 % nach 18 Stunden) intrazellularen Hsp27 synthetisiert wurde.
Der Einfluss der kombinierten Stressfaktoren zeigt einen geringeren Anteil von 11,3 %
intrazellularem Hsp27 und die einfache UVA-Bestrahlung induziert einen noch geringeren
Anstieg von Hsp27 auf 6,2 % nach 18 Stunden.

Die Hsp27-Expression an der Zelloberflache zeigt ein reziprokes Ergebnis. Es wird ein
geringer Prozentsatz von an der Zelloberflache befindlichem Hsp27 unter Hitzebelastung im
Vergleich zur doppelten Stresssituation und zur einfachen UVA-Bestrahlung ermittelt, wobei
mehr oberflachliches Hsp27 durch die Kombination als durch die UVA-Strahlung exprimiert
wird. Diese Ergebnisse bestatigen die ermittelten Werte der frih- und spatapoptotischen
Ereignisse, die durch den Einfluss der physikalischen Faktoren hervorgerufen wurden. Das
lasst vermuten, dass die Anwesenheit des intrazellularen Hsp27 die Apoptoseinduktion
durch die Hyperthermie hemmt. Die Menge des intrazellularen Hsp27 scheint jedoch nicht
auszureichen zur Hemmung der Apoptoseinduktion, welche durch die doppelte Belastung
(Hitze und UVA+8-MOP) oder durch die einfache UVA-Bestrahlung hervorgerufen wird. Die
entstandenen Zellschaden sind scheinbar zu groR, als dass das Hitzeschockprotein einen
hinreichenden zellprotektiven Einfluss ausliiben kann. Das an die Zelloberflache gelangte

Hsp besitzt keine schiitzende Funktion mehr.
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Die Hitzeschockproteinexpression in den Zellkulturen bewirkt vermutlich eine Resistenz
gegenuber der Apoptoseinduktion, welche durch Hitze oder andere Umweltveranderungen
hervorgerufen werden kann. Sie bewirken eine Induktion der verzogerten Stressantwort oder

einen Abfall der Apoptoseinduktion.

Das Hsp27 bewirkt eine Hemmung der Apoptose, welche durch Etoposide, Actinomycin D
und Camptothecin nach Hitzeeinfluss verstarkt wird [90]. Poccia stellt fest, dass die
Hitzeschockproteine, ausgehend von zellularen Veranderungen, an zellulare Antigene
binden. Diese oberflachenexprimierten Hitzeschockproteine an apoptotischen Zellen kénnen
Einfluss auf den Prozess und die Prasentation von Zell-Abfall-Produkten nehmen.
Hitzeschockproteine haben eine strenge Proteinbindungskapazitat, einige
Hitzeschockproteine werden zur Zelloberflache transportiert, nachdem sie andere Proteine
gebunden haben. Des Weiteren wird behauptet, dass das HSP die Antigenprasentation von

viralen und Tumor-Antigenen modulieren [54].

In einer Studie von Hashiguchi et al. wurden polymorphonukleare Leukozyten von Patienten
hinsichtlich der Hitzeschockproteinexpression nach einem Trauma untersucht. Sie fanden
heraus, dass in der akuten Phase die Hsp-Expression von Hsp27, Hsp70 und Hsp90 in der
Patientengruppe signifikant hoéher war als in einer entsprechenden gesunden
Kontrollgruppe. Sie machten das vermehrte Vorhandensein der Hsp flr eine Regulation der

Funktion der polymorphonuklearen Zellen verantwortlich [89].

Hsp27 kann die Apoptose durch die Aktivierung des p53 und den Abfall des
Mitochondrienmembranpotentials nicht verhindern. Die Hsp27-Expression bewirkt einen
Anstieg des Glutathions und schiitzt die Zellen dadurch vor oxidativem Stress oder vor der
TNF-a-induzierten Zellnekrose [58, 90].

Boreham et al. untersuchten die durch Hitze und Strahlen induzierte Apoptose an
menschlichen Lymphozyten in vitro. Sie stellten fest, dass eine Hitzeeinwirkung von 42 °C
Uber eine Zeit von bis zu 90 min keine Apoptose induziert, jedoch Temperaturen von Uber
43 °C fur 30 min und langer induzierten die Zellapoptose. Sie zeigten auch, dass eine

radioaktive Strahlung von nicht mehr als 0,05 Gy schon die Apoptoseinduktion auslost.
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Des Weiteren fand Boreham heraus, dass der Hitzeschock von 42 °C lber 30 min eine
Thermotoleranz gegeniiber Temperaturen gréler 42 °C induziert und zunachst eine
Empfindlichkeitssteigerung und anschlieBend einen zellprotektiven Effekt der
Hitzeschockbehandlung gegenuber der durch radioaktive Strahlung hervorgerufenen

Apoptose induziert.

In dieser Studie wurde nach 48 Stunden kein Anstieg der apoptotischen Zellen unter
alleiniger Hitzebelastung von 42 °C Uber den Wert der Kontrolle erzielt. Dieses Ergebnis
wurde auch in der vorliegenden Arbeit erzielt. Die Hyperthermie ist bekannt fir die
Apopotoseinduktion in verschiedenen Zellreihen. Boreham vermutet eine Schwelle bei der
Hitzebelastung, ab der die Apoptose induziert wird. Nicht bei Temperaturen < 42 °C, aber >
43 °C. Radioaktive Strahlung induziert scheinbar immer eine Apoptose ohne erkennbare
Induktionsschwelle. Die Autoren vermuten, dass Hitze Schaden an den Zellmembranen und
radioaktive Strahlung Schaden an der DNA induzierten. Die Ursache, dass die Hitze
zunachst die Empfindlichkeit der Zellen gegenliber der radioaktiven Strahlung anhebt, liegt
daran, dass sie zunachst als Sensibilisator agiert. Nach 24 Stunden sind die Zellen nicht

mehr empfindlich und entwickelten eine Radio-Resistenz [97].

Samali et al. behaupten, dass Hitzeschock-behandelte Zellen oder thermotolerante Zellen
eine groRere Resistenz gegenuber Umweltveranderungen besitzen. Der Temperatureinfluss
von 42 °C Uber eine Stunde induziert die Synthese von Hitzeschockproteinen, Hsp27,
Hsp70, Hsp90. Die so behandelten Zellen waren resistenter gegentber Apoptose-
induzierenden Substanzen, wie Etoposide und Camptothecin (zwei Topoisomerasehemmer)
oder Actinomycin D. Samali vermutet, dass der Einfluss der Tumorsuppressorgene von abl,
bcl-2, myc oder p53 ebenfalls eine Rolle spielt [55]. Bcl-2 und Hsp27 schiitzen Zellen vor
der Apoptose und Nekrose. Der Bcl-2-Schutz wird nicht durch einen negativen Effekt der
durch p53 aktivierten Gene bax oder waf1 vermittelt, sondern er wird durch einen Abfall des
Mitochondrienmembranpotentials und durch morphologische Veranderungen verringert.
Hsp27 hemmt die Apoptose, welche durch Temperaturwechsel hervorgerufen wird. Eine
Uberexpression von Hsp27 hat keinen Effekt auf die Apoptose. Hsp 27 gehért zur Gruppe
der niedrigmolekularen Proteine. Die Hsp27-Synthese wird durch Hitze induziert und
stimuliert. Die Zellen, die dem Tumornekrosefaktor-a ausgesetzt sind, zeigen eine
Steigerung der intrazellularen Konzentration der reaktiven Sauerstoffmetabolite und
induzieren Veranderungen der strukturellen Zellorganisation und die Phosphorylierung des
Hsp27.
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Der zellprotektive Effekt des Hsp27 gegeniber der TNF-oa-Einwirkung, kann auf eine
Steigerung der Glutathione zurlick geflhrt werden. Bcl-2 schuitzt die Zellen vor der Apoptose
auf einem anderen Weg. Es reguliert die Apoptose auf dem mitochondrialen Level durch

einen antioxidativen Weg. Es minimiert die Bildung der reaktiven Sauerstoffmetabolite [58].

Mayetin et al. untersuchten den Hitzeeinfluss auf Keratinozyten unter UVB-Bestrahlung. 60
min vor der UVB-Bestrahlung erfolgte die Hitzeschockbelastung mit Temperaturen von 42 °
C und 40 °C. Hitze allein, in Abwesenheit der UVB-Strahlung, hat keinen wesentlichen
Effekt auf die Apoptose der Keratinozyten. Ahnliche Ergebnisse mit Lymphozyten wurden in
dieser Arbeit mit der UVA-Strahlung ermittelt. Ein milder Hitzeschock kann die Keratinozyten
voribergehend vor der UVB-Strahlung schitzen. Es wird vermutet, dass die induzierte
Thermotoleranz temperaturabhangig ist und eine aktive mRNA- und Proteinsynthese
erfordert [100].

Zusammenfassend kann festgestellt werden, das die vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit
mit den Ergebnissen in der Literatur korrelieren. Die Hitzebelastung kann strahleninduzierte

apoptotische Veranderungen in den verschiedenen Zelltypen beeinflussen.
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4.3 DNA-Fragmente zur Messung apoptotischer Zellen

Die Veranderungen der Kern-DNA sind ein Schliisselmerkmal der Apoptose. Wahrend der
Apoptose wird eine Endonuklease aktiviert, welche die DNA in multiple Fragmente von 180
bis 200 Basenpaaren schneidet. Diese DNA-Fragmente kénnen durch die Agarose-Gel-
Elektropherese dargestellt werden. Die DNA-Fragmentenden weisen 3°-Hydroxyl-Enden auf.
Diese koénnen durch modifizierte Nukleotide, wie Biotin, Digoxigenin oder Fluoreszein-
markiertes dUTP angefarbt werden. Diese Reaktion erfordert Enzyme wie die terminale
Desoxynukleotidyltransferase (TdT) oder die DNA-Polymerase. Die ISEL-Technik (in situ
nick end labelling) bendtigt die DNA-Polymerase. Die TUNEL-Technik entspricht dem TdT-
vermittelten X-dUTP nick end labelling [22]. Die TUNEL-Technik analysiert DNA-Fragmente

durch Markierung und Fluoreszenz der Fragmente in intakten Kernen [103].

Die Messung apoptotischer Zellen erfolgte in dieser Arbeit durch die Markierung der 3'-
Hydroxyl-Enden der DNA-Fragmente mit Brom-dUTP. Die mononuklearen Zellen wurden
aus dem peripheren Blut gesunder Probanden separiert und den gleichen physikalischen
Stresssituationen unterzogen (2 J/cm? UVA und 200 ng/ml 8-MOP, 42 °C Uber 30 min,
Kombination beider Faktoren) wie in den vorherigen Testreihen. Die Analyse der
Fluoreszenzintensitat der FITC-markierten Anti-Brom-dUTP-Antikérper erfolgte im
Durchflusszytometer. Es konnte festgestellt werden, dass durch die doppelte Belastung der
hochste Prozentsatz an BrdU-FITC-markierten Zellen gemessen wurde. Unter UVA-
Bestrahlung wurden nur geringfligig weniger BrdU-FITC-markierte Zellen gemessen. Das
gleiche Verhaltnis wurde bei der Anzahl an DNA-Strangbriichen festgestellt. Die alleinige
Hitzebelastung zeigt einen geringeren Anteil an DNA-Strangbrichen im Vergleich zu den
Zellen, die mit UVA-Strahlung oder der Kombination der physikalischen Einflisse behandelt

wurden.

Man kann vermuten, dass unter der doppelten Stressbelastung ein groRerer DNA-Schaden
induziert wird als mit der einfachen UVA-Bestrahlung oder der Hitzebelastung. Das gleiche
Verhaltnis wird in der Analyse der frih- und spatapoptotischen Zellen mittels Annexin V-
Bindung nach dem Einfluss der Hitze und UVA-Belastung gefunden. Reziproke Werte
lassen sich bei der Analyse der intrazelluldren Hitzeschockproteinexpression und analoge

Verhaltnisse bei der Analyse der oberflachlichen Hitzeschockproteine finden.
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Ein Ansteigen des p53 induziert einen Arrest des Zellzyklus und startet die Nukleotid-
Exzisionsreparatur (NER) oder die Apoptose. Li und Ho stellten fest, dass die Stressantwort
der Zellen auf die UV-Strahlung von der UV-Dosis abhangt und eine DNA-Reparatur nach
niedriger Bestrahlungsdosis stattfindet und nach héherer UV-Belastung die Apoptose
induziert wird. Beide Mechanismen sind von der Funktion des Wild-Typ-p53 abhangig. UV-
Strahlung bewirkt die Bildung von Cyclobutanpyrimidin-Dimeren und Photoprodukten,
welche zu Mutationen und in Folge zu Karzinomen durch die DNA-Schadigung fuhren. Das
p53 ist das Schllsselelement wahrend der Stressantwort. Das p53 bewirkt sowohl eine
Steigerung der NER als auch die Apoptoseinduktion in Abhangigkeit von der UV-Dosis. Die
induzierte DNA-Reparatur-Antwort ist p53-abhangig. Des Weiteren beobachteten sie, dass
der p53-Wild-Typ fur die Hitzeschock- und UV-Strahlung-induzierte DNA-Schadigung
erforderlich ist [48].

Marks et al. stellten fest, dass das UVA-Licht selbst zytotoxische Eigenschaften besitzt und
durch das 8-Methoxypsoralen dieser Effekt potenziert wird. In ihren Untersuchungen
analysierten sie die Lebensfahigkeit von Lymphozyten unter dem Einfluss von UVA-Dosen
zwischen 0,1 bis 10 J/cm? und 8-MOP-Konzentrationen zwischen 10 und 300 ng/ml. Sie
untersuchten die peripheren Blutlymphozyten 2 Stunden nach UVA-Bestrahlung und 8-
MOP-Belastung. Die Belastung mit einer UVA-Dosis von 3 J/cm? wies nur einen minimalen
Anstieg des zytotoxischen Effektes gegenuber einer UVA-Dosis von 1 oder 2 J/cm? auf. Des
Weiteren stellten sie fest, dass eine Erhdhung der 8-MOP-Konzentrationen auf 50 ng/ml
ebenfalls keinen weiteren wesentlichen Anstieg der Zytotoxizitat bewirkten. Dabei fanden sie
heraus, dass ein Maximum des prozentualen Anteils an DNA-Einzelstrangbriichen mit einer
UVA-Dosis von 2 J/cm? und einer 8-MOP-Konzentration von 300 ng/ml erreicht (70 % vs 60
% ohne 8-MOP vs 70 % nach 5 J/cm?) wurde. Weitere Steigerungen der UVA-Dosis
bewirkten keinen weiteren wesentlichen Anstieg, ein Plateau wurde erreicht. Die Analyse
der Einzelstrangbriiche erfolgte mittels einer fluorimetrischen Methode. Dabei stellten sie
einen Anstieg der Poly-(ADP-Ribose)-Synthetaseaktivitat von peripheren Blutlymphozyten
fest. Zusammen mit diesem Anstieg, den DNA-Schaden und der Adenin-Nukleotid-, NAD-
und ATP-Erschopfung wird ein lymphozytotoxischer Effekt durch die extrakorporale
Photochemotherapie erreicht. Diese Effekte stimulieren mdglicherweise immunologische

Mechanismen [78].
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AbschlieRend kann festgestellt werden, dass eine Korrelation zwischen vorhandenem DNA-
Schaden und prozentualem Anteil spatapoptotischer Zellen besteht. Mit Zunahme der DNA-
Fragmente steigt der Anteil apoptotischer Zellen in Abhangigkeit der physikalischen
Einflussgrofien (Temperatur, UVA-Strahlung und kombinierte Belastung mit beiden GréfRen).
In der Zusammenschau mit den zuvor durchgefliihrten Methoden zum Nachweis des
Einflusses physikalischer Groflen auf die Zellen, stellt der DNA-Fragmentnachweis eine
geeignete Methode zur Beurteilung der strahleninduzierten apoptotischen Veranderungen
dar. Bei gleichen in vitro-Testbedingungen werden mit einer anderen Methode die zuvor

erzielten Ergebnisse bestatigt.
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44 Messung der apoptotischen Ereignisse bei Patienten mit kutanem T-Zell-

Lymphom nach ECPI

In der Phototherapie werden zwei Methoden am haufigsten angewandt: 1) die Phototherapie
mit der Kombination UVB und sichtbares Licht (verschiedene Wellenlangen). Sie wird ohne
weiteren Zusatz zur Behandlung der Psoriasis bevorzugt benutzt, 2) die
Photochemotherapie mit der Kombinierung UVA-Strahlung und Psoralen als
Photosensibilisator [71]. Das systemisch disseminierte kutane T-Zell-Lymphom ist
gegenlber der Chemotherapie und der Strahlentherapie resistent [72]. Die extrakorporale
Phototherapie ist eine effektive, gut tolerierte und etablierte Methode in der Behandlung des
kutanen T-Zell-Lymphoms [73]. Sie findet ebenfalls Anwendung in der Therapie der
systemischen Sklerose [73, 74], der Psoriasis, der Vitiligo und anderer Dermatosen [71]

sowie der Graft-versus-Host-Reaktion [75].

Zur Beurteilung der in vitro-Testergebnisse in Bezug auf die Wirkung von 8-MOP und der
UVA-Bestrahlung auf die friih- und spatapoptotischen Ereignisse wurde ein Vergleich mit
einem ex vivo-Testsystem herangezogen. In dieser Arbeit wurde eine Patientengruppe
gewahlt, welche an einem T-Zell-Lymphom erkrankt ist. Sie profitieren von einer PUVA/
ECPI-Therapie. Als ein Wirkmechanismus der extrakorporalen Photochemotherapie wird die
Apoptoseinduktion in Lymphozyten diskutiert. In unserer Untersuchung wurden deshalb
Lymphozyten vor und nach extrakorporaler Photopherese hinsichtlich einer

Apoptoseinduktion untersucht.

Die Annexin V-Bindung und die Propidiumjodidfarbung wurden zur Bestimmung der frih-
und spatapoptotischen Ereignisse simultan herangezogen. Zuvor wurden morphologisch
intakte Lymphozyten elektronisch eingegrenzt. In diesem Teil der Untersuchung werden die
frGhapoptotischen Lymphozyten unmittelbar nach der ECPI-Behandlung bestimmt. Die
Bestimmung des Anstieges frihapoptotischer Annexin V-positiver Lymphozyten unmittelbar
eine Stunde nach ECPI kann auf den direkten Effekt der ECPI-Behandlung zuriickgefiihrt
werden. Marks et al. haben Patienten mit CTCL untersucht, welche mit UVA und 8-MOP an
zwei aufeinanderfolgenden Tagen alle 4 Wochen Uber 6 Monate behandelt wurden. Marks
stellte fest, dass mit einer Dosis von 2 J/cm? UVA und einem Zusatz von 8-MOP der DNA-

Schaden nach 2 Stunden kleiner ist als 24 Stunden nach Therapie.
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Dies kdnnte bedeuten, dass die frihe DNA-Schadigung auf eine Vielzahl biochemischer
Ergebnisse zurlckzufuhren ist, die einen irreversiblen Zellschaden hervorrufen und die
DNA-Reparatur ohne Effekt bleibt [78].

Bladon und Tayler untersuchten T-Lymphozyten von 11 Patienten, wobei 6 an einem T-Zell-
Lymphom, 4 an der Graft-versus-Host-Reaktion und einer an der Sklerodermie erkrankt
waren, wahrend drei verschiedener Phasen der ECPI-Behandlung: unmittelbar vor der
ECPI-Therapie, nach UVA-Bestrahlung und vor Reinfusion ohne in vitro-Kultivierung. Sie
demonstrierten einen signifikanten Anstieg der friihapoptotischen Marker: Dazu wurden
Annexin V, das die Phosphatidylserine auf der Aul3enseite der Membran bindet, Apoptest™,
eine zellgangige Probe, welche Veranderungen der Chromatintextur feststellt und Carboxy-

SNARF-1-AM, welches den intrazellularen pH-Wert bestimmt, verwendet [74].

Eine in vitro-Studie von Godar et al. untersuchte transformierte T- und B-Lymphozyten (von
Patienten mit T-Zell-Leukdmie, T- oder B-Zell-Lymphom). Dabei konnte gezeigt werden,
dass UVA1 auf 2 verschiedenen Wegen Apoptose induziert: die verzégerte und die sofortige
Apoptoseinduktion [18]. 20 Stunden nach ECPI wurde ein deutlicherer Anstieg apoptotischer
Ereignisse in der Annexin V-/Propidiumjodid-Doppelfarbung, als Marker der spaten
Apoptose/Nekrose, als zum Zeitpunkt der frilhen Apoptose festgestellt. Diese Messungen
lassen vermuten, dass der Anstieg apoptotischer Ereignisse 20 Stunden nach ECPI nicht
nur als direkter Effekt der UVA-Bestrahlung und 8-MOP-Behandlung zu werten ist. Diese
Beobachtung der verzogerten Apoptose in Lymphozyten nach ECPI stimmt mit anderen
Untersuchungen Uberein. Yoo et al. untersuchten mononukleare Zellen von Patienten mit
Sezary Syndrom. In der durchflusszytometrischen Analyse der ECPI- und PUVA-
behandelten peripheren Blutlymphozyten stellten sie einen signifikanten Anstieg
apoptotischer Lymphozyten 24 Stunden nach den Behandlungen fest. Diese Zellpopulation
zeigte typische apoptotische morphologische Veranderungen, welche unter anderem mittels
der Durchflusszytometrie (Zellschrumpfung), der Agarose-Gel-Elektropherese (DNA-
Fragmentation), der Elektronenmikroskopie (Kernkondensation und Blasenbildung im

Zytoplasma) untersucht wurden [70, 80].

Die Kaskade von voraus gehenden praapoptotischen Ereignissen, welche zum irreversiblen
programmierten Zelltod flihren, ist nicht bekannt. Eine mogliche Hypothese des klinischen
Effektes der ECPI ist, dass die initiale Photomodifikation der Proteine, Lipide und der DNA

zu einer zellularen Stressantwort und zu Reparaturmechanismen fihrt.
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Godar et al. beschreibt in einer Arbeit verschiedene kinetische Mechanismen der
Apoptoseinduktion. Die unmittelbar ca. eine halbe Stunde nach der photodynamischen oder
UVA 1-Therapie induzierte Apoptose wird durch einfach geladenen Sauerstoff
hervorgerufen, der die mitochondrialen Megaporen 6ffnet und ist ein praprogrammierter
Zelltod. Die mittelbare Apoptoseinduktion erfolgt zwischen 30 min und 4 Stunden nach
Applikation einer hohen Dosis UVB und UVC und wird durch eine Rezeptorkreuzvernetzung
an der Plasmamembran hervorgerufen. Sie ist ebenfalls ein praprogrammierter Zelltod. Die
verzogerte Apoptose wird durch eine zusatzliche DNA-Schadigung bedingt und durch
Roéntgenstrahlung, PUVA, UVC, UVB und UVA induziert [66]. Ist der Reparaturprozess nicht
erfolgreich, geht ein nicht geringer Prozentsatz der Zellen in die Apoptose unmittelbar nach
der ECPI Uber. Diese apoptotischen Zellen werden durch die an die Aulienseite der

Zellmembran gelangten Phosphatidylserine erkannt und von Phagozyten entfernt [76, 79].

Durch ultraviolette Strahlung veranderte Proteine sind Voraussetzung fir die Bildung neuer
Antigene. Frihapoptotische Zellen kommen bald nach ECPI vor und kénnten eine Rolle bei
der Induktion einer spezifischen Immunantwort spielen. Die Aktivierung von Monozyten nach
ECPI wird durch die Aufregulation der MHC-Klasse-I-Expression und durch einen Anstieg
der Zytokinproduktion angezeigt [80, 81]. In der Effektor-Phase der spezifischen
Immunantwort findet eine Apoptose von fast allen Lymphozyten 24 bis 48 Stunden nach
ECPI statt. Es gibt einige Arbeiten (ber die Induktion der friihen Apoptose bei ECPI-
behandelten Lymphozyten. Die Ergebnisse der frilhen und spaten Apoptose lassen sich
direkt nicht vergleichen, da Apoptosebeginn und Verlauf in den Zellen nicht synchronisiert

ablaufen.

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Ergebnisse stimmen mit anderen Berichten Gber
Patienten, welche sich einer ECPI-Therapie unterzogen, Uberein. Die frih- und
spatapoptotische Phase zusammengefasst ergab in unseren Untersuchungen mehr als 40
% Annexin V-positive Zellen. In den Studien von Schindl et al. und Yoo et al. wird berichtet,
dass 50 % ECPI-behandelte Zellen charakteristische Streulichteigenschaften von
apoptotischen Zellen zeigten [17, 70]. Der unterschiedliche Prozentsatz von apoptotischen
Zellen in diesen Studien kann seine Ursache in den unterschiedlichen
Bestimmungsmethoden haben. Die Messung mit Annexin V wurde zur Bestimmung
frlihapoptotischer Ereignisse und das elektronische ,Gaten® zum EinschlieRen

morphologisch intakter Zellen herangezogen.
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Verschiedene Methoden der Apoptosemessung wie Annexin V-Bindung, Markierung der
DNA-Strangbriche und die Lichtstreuung konnen direkt nicht verglichen werden, da sie
unterschiedliche apoptotische Merkmale untersuchen (Membranveranderungen, DNA und
morphologische Veranderungen) und verschiedene Methoden (unfixierte und fixierte Zellen)
zur Grundlage haben. Das Grundniveau der Annexin V-Bindung in unbehandelten
Lymphozyten liegt zwischen 12 und 20 % [88]. In einer Vielzahl von Verdffentlichungen wird
die Annexin V-Bindung an Phosphatidylserinen an reifen vitalen B-Zellen demonstriert.
Diese Phosphatidylserine, exponiert an der Mehrzahl von nichtapoptotischen Zellen in vivo,

spielen eine Rolle in der Rezeptor-vermittelten SignalUbertragung [91].

Die meisten Studien, welche Uber die Apoptoseinduktion nach ECPI berichten, basieren auf
einer Gesamtlymphozytenpopulation. Es wird berichtet, dass kultivierte, reife periphere Blut-
T-und B-Zellen unterschiedliche Reaktionen in der in vitro-Apoptose und sekundaren
Nekrose zeigen. Normale B-Zellen zeigen eine hdhere Zell-Todes-Rate als normale T-
Lymphozyten. Dies wird durch eine Annexin V-Bindung und Propidiumjodid-Farbung gezeigt
[77].

In unserer Arbeit lag das Ergebnis bei Uber 40 % an Annexin V gebundenen Lymphozyten
nach ECPI-Behandlung. Frihapoptotische T- und B-Zellen wurden dabei zusammengefasst.
T-Zell-Subpopulationen wurden in unserer Arbeit nicht erfasst. Andere Autoren fanden keine
Unterschiede zwischen verschiedenen T-Zell-Subpopulationen (CD4+ und CD8+) nach
ECPI. Im Vergleich sind Monozyten resistenter gegentber der Apoptoseinduktion durch
ECPI [70, 73].

Hinsichtlich der Frage, ob die Apoptose ein Wirkmechanismus der ECPI ist, haben Vowels
et al. [82] eine hohe Ubereinstimmung zwischen dem Prozentsatz apoptotischer Zellen und
der UVA-Dosis und der 8-MOP-Konzentration in vitro beschrieben. Eine Studie von A.
Schindl stellte ebenfalls eine Korrelation zwischen steigender UVA-Dosis (zwischen 1 J/cm?
und 16 J/cm?) bei konstanter 8-MOP-Konzentration (100 ng/ml) und Zunahme des
prozentualen Anteils apoptotischer Annexin V-positiver und Propidiumjodid-positiver Zellen
fest. Es wurden Zelllinien (A 431) von Patienten mit humanem Squamosa Zell-Karzinom

untersucht [17].
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Die analysierten Daten zeigen, dass die ECPI-behandelten Zellen charakteristische DNA-
Defekte und morphologische Veranderungen aufweisen. Zusammenfassend kann
festgestellt werden, dass die Induktion der friilhen Apoptose in Lymphozyten eine Stunde
nach ECPI als direkter Effekt der UVA- und 8-MOP-Behandlung gewertet werden kann. Ein
signifikanter Anstieg der Annexin V-Bindung und Annexin V/Propidiumjodid-Doppelféarbung
wurde 20 Stunden nach der extrakorporalen Photochemotherapie als verzdgerte Apoptose
beobachtet. Zuklnftige Untersuchungen sollten den Ablauf der frihen Apoptoseinduktion

nach ECPI, besonders der T-Zellen untersuchen.

94



5 Zusammenfassung

Die extrakorporale Photoimmuntherapie (ECPI) ist eine etablierte Behandlungsmethode bei
Patienten mit kutanem T-Zell-Lymphom. Die molekularen und zelluldaren Mechanismen der
Wirkung des Photosensibilisators 8-Methoxypsoralen in Kombination mit ultravioletter
Strahlung (UVA) auf die peripheren Blutleukozyten sind teilweise noch unverstanden. Ein
wichtiger Effekt der Therapie scheint die veranderte Antigenitdt und Immunogenitat der
behandelten Zellen zu sein. Mehrere Studien konnten zeigen, dass die extrakorporale

Photoimmuntherapie einen verzdgerten programmierten Zelltod humaner Zellen induziert.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand einerseits darin, in Lymphozyten von Patienten mit
kutanem T-Zell-Lymphom die Induktion frihapoptotischer Ereignisse 2 bis 4 Stunden nach
ECPI zu untersuchen. Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit bestand in der Etablierung eines
in vitro-Testsystems zur Untersuchung der Zeitkinetik sowie der Dosis- und
Konzentrationsabhangigkeit der frihen apoptotischen Ereignisse. Mit Hilfe dieses
optimierten Testsystems sollte die Frage beantwortet werden, ob unter in vitro-Bedingungen
die apoptotischen Ereignisse durch eine Induktion zellprotektiver Hitzeschockproteine

moduliert werden konnen.

Zur Ermittlung der frih- und spatapoptotischen Ereignisse benutzten wir die
durchflusszytometrische Analyse. Annexin V-FITC/Propidiumjodid-Farbung ermdglicht die
Abgrenzung fruhapoptotischer Zellen (nur Annexin-Farbung) von spatapoptotischen Zellen
(Annexin V/Propidiumjodid-Doppelfarbung). Der prozentuale Anteil von Zellen mit DNA-
Strangbriichen als Merkmal der spaten Apoptose wurde mittels des Bromdesoxyuridin-

Einbaus bestimmt.

In der vorliegenden Arbeit wurden zunachst die optimalen Testbedingungen fir das in vitro-
Testsystem ermittelt. Bei einer 8-MOP-Konzentration von 200 ng/ml und einer UVA-Dosis
von 2 J/cm? wurden 23,3 % frihapoptotische und 80 % spatapoptotische Zellen gemessen.
Bei der doppelten 8-MOP-Konzentration 400 ng/ml und gleicher UVA-Dosis wurden in der
frihen Apoptose geringere und in der spaten Phase hohere Effekte gemessen. Auf Grund
der therapeutischen Relevanz erfolgten die weiteren Untersuchungen mit einer UVA-Dosis

von 2 J/cm? und einer 8-MOP-Konzentration von 200 ng/ml.
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Die Ergebnisse der in vitro-Studie unter definierten Bedingungen (2 J/cm? und 200 ng/ml 8-
MOP) korrelierten mit den Ergebnissen bei der Analyse der friih- und spatapoptotischen
Ereignisse bei Patienten nach extrakorporaler Photopherese. Man fand ebenso bei einer
UVA-Dosis von 2 J/cm? und 200 ng/ml 8-MOP als auch unter der extrakorporalen Therapie
ein ahnliches Ergebnis (frihe Apoptose (4 h): 35% vs spate Apoptose (18 h): 11%).
Zwischen dem 1. und 2. Tag der Untersuchung wurden keine Unterschiede in der Annexin
V- bzw. Annexin V/Propidiumjodid-Doppelfarbung gefunden. Des Weiteren wurde versucht,
die friih- und spatapoptotischen Ereignisse durch einen vorangegangenen Hitzeschock (30
min, 42 °C) zu modulieren. Dabei wurde die starkste Apoptoseinduktion bei der alleinigen
UVA-Bestrahlung mit 19 % frihapoptotischer vs 47 % spatapoptotischer Ereignisse
gemessen. Nach der kombinierten Belastung, UVA und Hitze, fand man einen prozentualen
Anteil frihapoptotischer Zellen von 18 % vs 46 % spéatapoptotischer Zellen. Der Hitzeschock
allein bewirkte einen deutlich geringeren Effekt (ANN*-Zellen: 13,6 % vs ANN'/PI*-Zellen:
3,2 %). Die Hitzebelastung flhrte im verwendeten Testsystem nicht zu einer Verminderung
der UVA-induzierten Apoptose. Parallel dazu wurde die Expression des Hitzeschockproteins
Hsp27 untersucht. Die Hitzebehandlung resultierte in einer verstarkten intrazelluldren Hsp-
Expression. Die Expression von Oberflachen-Hsp trat demgegeniber vermehrt nach UVA-

Bestrahlung auf und korrelierte folglich mit der Apoptoseinduktion.

Die dargestellten Ergebnisse stellen einen weiteren Schritt zur Aufklarung des
Wirkmechanismus der extrakorporalen Photopherese dar. Wir konnten zeigen, das nicht nur
verzdgert (24 Stunden), sondern auch frihzeitig (nach 1 bis 4 Stunden) der programmierte
Zelltod induziert wird. Das etablierte in vitro-Testsystem mit den therapeutisch relevanten
Versuchsbedingungen ist gut geeignet zur Untersuchung von potentiell photoprotektiven

Effekten, wie Hitzeschock oder antioxidativen Substanzen.
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