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Kurzzusammenfassung 1]

Kurzzusammenfassung
Verfasserin: Sarah Hoffmann
Thema der Bachelorarbeit: Untersuchungen zum Einfluss von OLED Licht auf in

vitro-Zellkulturen

In der vorliegenden Arbeit werden Untersuchungen zum Einfluss von Licht auf humane in
vitro-Zellkulturen beschrieben.

Zunachst wird das Licht technisch erlautert und das Farbspektrum des Lichts betrachtet. Das
natlrliche Farbspektrum der Sonne andert sich Uber den Tag, Des Weiteren werden die
Farben des Lichts in der Wissenschatft in verschiedenen Bereichen verwendet.

Der Mensch hat einen geregelten Tagesablauf, der mit dem Tagesverlauf der Sonne parallel
ablauft. Durch verschiedene Einflisse kann diese Parallelitat gestort werden.

Fur die Untersuchungen zum Einfluss des Lichts werden in vitro Modellsysteme verwendet,
insbesondere Keratinozyten, die genauer beschrieben werden.

AulRRerdem werden fir die Untersuchungen organische Leuchtdioden (kurz: OLED)
verwendet. Es wird eine Auswahl an Versuchs-OLEDs getroffen, welche fiir erste Versuche
verwendet werden.

In dieser Arbeit sollen erste Erkenntnisse uber die Auswirkungen von Licht auf humane
Zellen ermittelt werden, um aus der groRen Auswahl von OLEDs Farbspektren zur
genaueren Betrachtung herauszuziehen und spater eine Anwendung in der Medizin zu
ermdglichen.

Hierzu werden das Wachstum und der Stoffwechselumsatz der Zellen betrachtet. Die Zellen
werden mit Hilfe eines Versuchsaufbaus aus einer vorangegangenen Praktikumsarbeit
beleuchtet. Als Lichtspektrum wurden 5 Farben ausgewahlt: blau, grin, orange, warmweif3
und kaltwei3. Als weitere Parameter werden eine feste Beleuchtungszeit, sowie eine
identische Leuchtdichte bei allen Farben festgelegt.

Aus den Versuchen konnen erste Erkenntnisse gezogen werden, jedoch missen diese

durch weitere Versuche bestatigt bzw. genauer betrachtet werden.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Das Licht spielt im taglichen Leben sowie in der Evolution eine groRe Rolle. Krankheiten
wurden schon in der Antike mit Hilfe des Sonnenlichtes geheilt. Uber die Jahrhunderte
hinweg ist das Wissen dartber verloren gegangen. Heutzutage ist das Licht kein
anerkanntes Medikament, wird aber zur Unterstitzung anderer Heilmethoden eingesetzt.
Das Einsatzgebiet des Lichtes reicht von psychischen Erkrankungen bis hin zu
Hauterkrankungen sowie der Wundheilung. Allerdings sind bisher die Einflisse der
Bestrahlungen auf die menschliche Psyche und der zellbiologischen Vorgange nicht
vollstandig geklart.

Am Fraunhofer Institut fir Organische Elektronik, Elektronenstrahl und Plasmatechnik (FEP)
in Dresden werden im Bereich Flexible Organische Elektronik (FOE) organische
Leuchtdioden (OLED) hergestellt. Auf Grund ihrer besonderen Eigenschaften kdnnte ein
Anwendungsgebiet in der Medizin liegen.

In der Abteilung fir medizinische Applikationen am FEP soll die Wirkung des Lichtes,
erzeugt durch organische Leuchtdioden auf zellbiologische Einfliisse untersucht werden.
Hierzu werden humane Zellkulturen mit Hilfe eines Versuchsaufbaus beleuchtet.

Innerhalb dieser Arbeit werden humane Keratinozyten (Zelllinie aus der obersten
Hautschicht) innerhalb einer Versuchsreihe mit Licht bestrahlt. Die Versuchsreihe soll einen
ersten Einblick in die Wechselwirkung von Licht mit humanen Zellen geben. Zur Beleuchtung
werden verschiedene organische Leuchtdioden des sichtbaren Bereiches ausgewahlt. Das

sichtbare Lichtspektrum wird mit diesen Lichtquellen z.T. beschrieben und reprasentiert.
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2 Zielstellung

Der Mensch ist alltaglich nicht nur von nattrlichen sondern auch von (umwelt) spezifischen
elektromagnetischen Strahlen umgeben. Welche Einflisse diese Bestrahlungen auf die
menschliche Psyche und zellbiologischen Vorgange im Kdérper hervorrufen, sind komplex
und bisher nicht vollstandig geklart.
Im Fraunhofer FEP, Bereich Flexible Organische Elektronik werden organische
Leuchtdioden (OLEDs) entwickelt. Ein Vorteil der OLEDs gegeniber bisherigen
Leuchtquellen ist ihre homogene, grof3flachige Leuchtflache und deren Leuchtspektren, die
dem natirlichen Wellenlangenspektrum der Sonne sehr ahnlich sind. Im Fokus der Arbeit
steht dabei, die Chancen der OLEDs fir eine gezielte Lichttherapie zu erschliel3en.
Innerhalb der Bachelorarbeit sollen erste Untersuchungen an Zellkulturen unter definierten
Bedingungen (definierter Wellenlangenbereich, Leuchtdichte und Bestrahlungszeit)
untersucht werden. Fir die zellbiologischen Untersuchungen wird die adharent wachsende,
epitheliale Zelllinie HaCaT (Human adult low Calzium high Temperature keratinocytes)
verwendet. Die Keratinozyten sind Hautzellen in der obersten Schicht, die eine physikalische
Barriere zwischen Organismus und Umwelt bilden und somit als Modell geeignet sind.
Der im vorausgegangen Praktikum entstandene Messplatz soll genutzt werden, um erste
Bestrahlungsversuche durchzufihren.
In der Arbeit sind folgende Aufgaben zu realisieren:
1. Auswahl geeigneter OLEDs sowie deren optische und elektrische Charakterisierung
2. Zellbiologische Untersuchungen mit humanen Keratinozyten unter Nutzung folgender

Nachweisverfahren:

- Gesamt-Zellstoffwechselaktivitat in der Zellkultur

- Zellzahl Gber mikroskopische Auswertung

- Bewertung der spezifischen Stoffwechselaktivitat der Keratinozyten

3. Reflexion der Ergebnisse hinsichtlich Auswahlkriterien und Anwendungsszenarien

Betreut durch: Dr. Jacqueline Hauptmann

Fraunhofer Institut fur Elektronenstrahl- und Plasmatechnik (FEP)
Einrichtung COMEDD

Dr.-Ing. habil. Christiane Wetzel

Fraunhofer Institut fur Elektronenstrahl- und Plasmatechnik (FEP)
Gruppenleiterin Med. Applikationen

Prof. Dr.-Ing. M. Zimmermann

Hochschule Anhalt, Fachbereich Elektrotechnik
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3 Theorie
3.1 Licht

Das fur den Menschen sichtbare Licht ist ein Teil der elektromagnetischen Wellen und ist im
Wellenlangenbereich von 380 bis 780 nm anzuordnen.

3.1.1 Lichttechnische Begriffe

In der optischen Messtechnik wird zwischen radiometrischen und photometrischen GrofRen
unterschieden. Die radiometrischen Gré3en geben die physikalischen Strahlungs-
eigenschaften wieder und werden mit dem Index e gekennzeichnet. Die photometrischen
GroRRen beziehen die Wirkung des Lichts auf das menschliche Auge mit ein, d.h. es wird
Bezug genommen auf die Hellempfindlichkeit V(A) des menschlichen Auges. In Abb. 1

befindet sich die V(N)-Kurve des menschlichen Auges.
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Abb. 1: spektrale Hellempfindlichkeitskurve des Auges (Quelle: M. Schreil, Erzeugung grof3flachiger Leucht-
dioden in einem vertikalen In-Line-Bedampfungssystem, Dresden, 2004.)

Zu erkennen ist, dass die Empfindlichkeit des Auges bei der Wellenlange A=555 nm maximal
ist und dieses Licht fur den Menschen am hellsten wirkt, obwohl die Strahlenintensitat
identisch ist. Daher wird die Empfindlichkeit bei 555 nm gleich 1 gesetzt [1]. Die
Hellempfindlichkeitskurve V(A) ist auch in der DIN 5031 zu finden [2].

Die radiometrischen StrahlungsgroRen X, kénnen mit Hilfe der V(A)-Kurve und das
photometrische Strahlungséquivalent K in photometrische GréRen X, umgerechnet werden.
Der theoretische Maximalwert liegt bei K, = 683 Im/W bei monochromatischer Strahlung der
Wellenlange 555 nm [3].

Dieser theoretische Wert entsteht durch die Messung am Maximum der
Augenempfindlichkeit (555 nm). Bei dieser Wellenlange entspricht eine Strahlungsleistung
von 1 W einem Lichtstrom von 683 Im [4].

Die Umrechnung der radiometrischen Grol3e in die entsprechende photometrische Grol3e

erfolgt durch die Formel:
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Xy = K

780nm

380nm

Xe(MVA)AD)

Die radiometrische GroRRe ist in Tab. 1 der entsprechenden photometrischen GroRRe

gegenubergestellt.

Tab. 1: radiometrische und photometrische Grundgré3en

Radiometrische Grof3e | Einheit Photometrische Grofl3e | Einheit
©. | Strahlungsleistung W ©, | Lichtstrom cd Sr =Im
(Lumen)
Q. | Strahlungsenergie Ws Q. | Lichtmenge Ims
le | Strahlstarke Wi/sr I, | Lichtstarke cd (Candela)
E. | Bestrahlungsstarke W/m? E, | Beleuchtungsstarke Im/m?
e | Strahldichte W/(m2sr) | L, | Leuchtdichte cd/mz

In Tab. 2 sind wesentliche photometrische GréRen und deren Definitionen aufgelistet.

Tab. 2: Definitionen von lichttechnischen Begriffen (Quelle:

C. Waller,

http://www.cwaller.de/deutsch.htm?lichttechnische_begriffe.htm [Zugriff am 16 September 2014])

Begriff

Einheit

Definition

Beleuchtungsstéarke E,

Lux (Lx)

Die Beleuchtungsstarke ist der Lichtstrom pro

Flacheninhalt. Dabei gilt: 1 Im/m2 =1 Ix.

Farbtemperatur

Kelvin

(K)

Die Farbtemperatur bezieht sich auf die Temperatur
eines schwarzen Korpers (Planckscher Strahler). Im
kalten Zustand ist dieser vollig schwarz, beginnt
allerdings ab einer Temperatur von etwa 2000K zu
glihen. Mit steigender Temperatur verandert der
Strahler seine Farbe von rotlich Gber weil3 bis ins
blauliche. Breite Spektren, die keine spezifische
Wellenlange besitzen, werden haufig mit der Farbe
und der entsprechenden Temperatur des Strahlers
verglichen. Daher spricht man von warmweild bei
Temperaturen unter 3300K, neutralwei bei 3300-

5000K und kaltweild ab 5000K.

Leuchtdichte L,

cd/m2

Die Leuchtdichte ist der Lichtstrom je Flache und
Wir die

Leuchtdichteunterschiede als Helligkeitsunterschiede.

Raumwinkel. empfinden

Je hoher die Leuchtdichte, desto heller erscheint uns
das Objekt.

,Long Life for Art“ [Online],
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Lichtausbeute Im/W Die Lichtausbeute ist ein MaR fur die Effizienz einer

Lichtquelle. Sie ist das Verhaltnis vom Lichtstrom zur

Lampenleistung.

Lichtstarke I, Candela | Die Lichtstarke ist der Lichtstrom, der in einem
(cd) bestimmten Raumwinkel abgestrahlt wird.

Lichtstrom O, Lumen | Der Lichtstrom ist die mit der V(A)-Kurve (spektrale
(Im) Hellempfindlichkeit ~des  menschlichen  Auges)

bewertete elektromagnetische Strahlungsleistung und
stellt die von einer Lichtquelle abgestrahlte oder von

einem Korper reflektierte Lichtleistung dar.

3.1.2 Lichtfarben

Das weilRe Licht setzt sich aus allen Farben zusammen. Mit einem Prisma kann man die
Farben sichtbar machen. Dabei sind die Farben des sichtbaren Lichts abhangig von ihrer

Wellenlange. In Abb. 2 ist das Farbspektrum abgebildet [5].
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Abb. 2: Farbspektrum des sichtbaren Lichtbereichs (Quelle: PucHNER, Ronny: Licht und Farbe < Physik <
Grundlagen <  Fotoschule;. URL  http://www.puchner.org/Fotografie/technik/physik/licht.htm.  —
Aktualisierungsdatum: 2012-12-18 — Uberpriifungsdatum 2015-02-10)

Der sichtbare Lichtbereich ist vom ultravioletten und infraroten Bereich umschlossen. Im
Bereich von ca. 380-500 nm befindet sich der violette bis blaue Bereich. Das Blau geht
langsam Uber Cyan (bei 510 nm) ins Grin (ca. 520-570 nm) Uber. Durch Erhdéhen der
Wellenlange gelangt man lber Gelb (bei 590 nm) in den roten Lichtbereich (ca. 620-780

nm).
3.1.2.1 Farbmetrik

Die Lichtfarben lassen sich durch verschiedene Verfahren charakterisieren. Eine Méglichkeit
ist das CIE-Normfarbsystem. Dieses System wurde von der Internationalen Beleuchtungs-

kommission (CIE — Commission internationale de I'éclairage) definiert und soll eine Relation
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zwischen der menschlichen Farbwahrnehmung (Farbe) und der physikalischen Ursache des
Farbreizes (Farbvalenz) herstellen [6].

Dabei wird mittels drei verschiedenfarbiger Lampen (rot, grin, blau) eine vorgegebene
Farbflache nachgestellt. Ein Beobachter kann die Lampen so regeln, dass diese drei in ihrer
Zusammensetzung die gleiche Wahrnehmung wie die vorgegebene Farbflache ergeben.
Daraus ergeben sich drei Koordinaten, die die Regelung der Lampen wiederspiegeln. Dieser
Versuch wurde mit mehreren Probanden durchgefiihrt, welche den gemittelten Beobachter
ergeben [2].

Die drei Koordinaten (rot, griin, blau) sind im Koordinatenraum den Koordinaten X, y, z
gleichzusetzen. Rot wird dabei auf die x-Achse, griin auf die y-Achse und blau auf die z-
Achse ubertragen.

Die internationale Beleuchtungskommission hat diesen dreidimensionalen Farbraum auf eine
2D-Darstellung reduziert, da die Addition der drei Koordinaten eins ergibt. In Abb. 3 ist die
2D-Farbtafel abgebildet [7].

‘Spektralfarblinie | »

Black-Body Kurve |

purlinie

Theorrlische FTrbon

Abb. 3: CIE-Farbtafel nach Din 5033-3
Dabei dient die farbliche Darstellung nur zur Orientierung, da die Darstellung durch die Pixel
begrenzt ist. Die 2D-Darstellung wird auch oft als Hufeisen oder Schuhsohle bezeichnet.
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3.1.2.2 Tagesverlauf des Lichts

Das natirliche Licht der Sonne veradndert sich Uber den Tagesverlauf in der
Farbzusammensetzung. Der Grund hierfur ist die Lichtbrechung in der Atmosphére.

In den frihen Morgenstunden, wenn die Sonne am Horizont aufgeht, werden die
kurzwelligen Lichtwellen, also das blaue Licht, von der Atmosphére herausgefiltert. Dadurch
ist das Licht am Morgen warmer und rétlicher.

Sobald die Sonne hoher steigt, dringt auch das blaue Licht durch die Atmosphére. Gegen
Mittag, wenn die Sonne am héchsten steht, ist der Kontrast zwischen den Farben am
groften und somit wird das Licht als weild angesehen.

Am Abend verhalt sich das Licht ahnlich wie am Morgen. Da die Sonne tief steht, wird das
blaue Licht durch die Atmosphéare gebrochen und herausgefiltert [8]. In Abb. 4 ist das

Spektrum des Sonnenlichts am Morgen/Abend dem Spektrum am Mittag gegenibergestellt.
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Abb. 4: Vergleich Sonnenlichtspektrum morgens/abends gegentber mittags (Quelle: Farbwirkungen im
Tagesverlauf - Fotografieren in der Praxis - Prophoto Online. URL http://www.prophoto-
online.de/fotopraxis/farbwirkungen-im-tagesverlauf-10000460 — Uberprifungsdatum 2015-02-17)

Die genaueren Lichtverhaltnisse, sowie die Intensitat sind nicht genau bestimmbar, da dort
sehr viele Variable eine Rolle spielen, wie z.B. Hohe, Langen- und Breitengrad, Wetter oder

die Jahreszeit.

3.1.2.3Bedeutung der Farben in der Wissenschatft

In der Medizin werden bereits einige Lichtfarben verwendet.

So wird zum Beispiel dem roten und nahinfraroten Licht eine heilende Wirkung nachgesagt.
Rotes Licht fordert die Durchblutung und regt somit zur Heilung an [9].

Das blaue Licht kann durch die Nahe zum UV-Bereich schadigend sein und wird haufig zur
antibakteriellen Wirkung eingesetzt [9].

Grunes Licht wird oft nicht genauer betrachtet. Jedoch ist bekannt, dass die grofdte
Empfindlichkeit des menschlichen Auges im griinen Bereich liegt. Auch wird griines Licht oft

in anderen Wissenschaften zur Analyse verwendet, wie z.B. in der Spektroskopie.
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Das weil3e Licht beinhaltet alle Farben des sichtbaren Spektrums und wird als Lichtdusche
bei Schlafstérungen verwendet. Entscheidend ist allerdings beim Weilllicht die
Farbtemperatur. Dabei ist warmweil3es Licht (unter 3300 K) eher rétlich bis gelblich, da der
blaue Anteil wenig bis gar nicht vorhanden ist. Je héher der Blauanteil, desto kiihler wirkt das
Licht. NeutralweiRes Licht liegt zwischen 3300 K und 5000 K. Uber 5000 K wird das weiRe
Licht als kaltwei3 bezeichnet. Die angegebenen Temperaturen beziehen sich auf einen
schwarzen Korper, der mit steigender Temperatur den Farben entsprechend zu gliihen
beginnt. Dabei wird er blauer, je mehr die Temperatur steigt. Das menschliche Empfinden ist
dabei entgegengesetzt. Einen hohen Blauanteil empfinden wir als kalt. KaltweiRes Licht
entspricht am ehesten dem Licht der Sonne (6000 K).

3.2 Tagesablauf des Menschen

Der Tagesablauf von uns Menschen sieht ziemlich ahnlich aus. Wir stehen auf, gehen zur
Arbeit, vertreiben uns den Feierabend mit verschiedensten Dingen und gehen schlafen.
Dabei gibt es Unterschiede im Tagesverhalten. Dem einen fallt es leicht aufzustehen und
startet munter in den Tag. Ein anderer wiederum schafft es kaum aus dem Bett und Uber den
Tag wird es kaum besser. Ursache hierflr ist unter anderem das Verhéltnis zwischen
Serotonin und Melatonin. Diese beiden Hormon sind Botenstoffe im Kdorper, welche als
Gegenspieler wirken, d.h. Melatonin macht uns mide und Serotonin macht uns aktiver [10].
Haufig wird auch vom ,circadianen Rhythmus® gesprochen. Dabei ist ,circadian® lateinisch
und heillt grob Ubersetzt ,um den Tag herum®. Das bedeutet, dass es Hormone bzw.
Neurotransmitter im Koérper gibt, die abhéngig von der Tageszeit sind. In Abb. 5 ist der
circadiane Rhythmus von Serotonin und Melatonin abgebildet [11].

»Munterkeit“ + Leistung (Stresshormon)

MIN |

Melatpnin (Schlafhornpon)
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Abb. 5: Circadianer Rhythmus von Melatonin und Serotonin (Quelle: DIPL.-ING. RICHTER, HaJo: Gesundes
Wohnklima : Lichtemotionen; Tageslichtnutzung; Beleuchtung. Stuttgart, 18.07.2006. URL
http://www.bubw.de/PDF_Dateien/News/2006/07_Juli/Vortrag_Richter.pdf?lvl= — Uberpriifungsdatum 2015-01-19
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Zu erkennen ist hierbei, dass am Tage die Konzentration von Serotonin am hdchsten ist und
Melatonin sehr gering. Dagegen ist die maximale Konzentration von Melatonin in der Nacht
vorzufinden.

Wir fuhlen uns am Tage mide, wenn die Konzentration von Melatonin zu hoch oder

Serotonin zu niedrig ist.

3.2.1 Einwirkung des Lichts auf den Tagesablauf

Das Licht hilft uns dabei in den Tag zu starten. Die Reize des Lichts nehmen wir durch
unsere Augen auf, dabei ist es egal, ob diese offen oder geschlossen sind. Bei
Sonnenaufgang nehmen die Augen den ersten Reiz auf, die Produktion des
Neurotransmitters Melatonin wird gesenkt und im Gegenzug startet die Produktion von
Serotonin.

Dabei ist die Serotoninproduktion abhangig vom Tag. Ist es bewdlkt und somit dunkler, wird
weniger Serotonin freigesetzt und daftir mehr Melatonin. Abends wenn die Sonne unter geht,
wird das ganze umgedreht, die Serotoninproduktion wird gestoppt und Melatonin
ausgeschuttet. In Abb. 6 ist der Tagesrhythmus im Zusammenhang mit der Tageszeit an

einem Sommertag abgebildet [12].

High alertness Best coordination

10:00 14:30

Highest testoterone secretion 09:00 15:30 Fastest reaction time

Melatonin secretion stops 07:30
Greatest cardiovascular efficiency

1700 and muscle strength

Sharpest rice in

blood pressure 06:45

18:30 Highest blood pressure

Lowest body temperature 19:00 Highest body temperature

04:30

. 21:00 Melatonin secretion starts
Deepest sleep 02:00 Midnight

00:00
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Zu erkennen ist, dass nach Sonnenaufgang die Melatoninausschittung (7:30Uhr) gestoppt
wird und nach Sonnenuntergang (21:00) wieder aufgenommen wird. Auffallig ist, dass wir
gegen Nachmittag, nachdem die Sonne ihren hochsten Stand erreicht hat, die beste
Koordination und die schnellste Reaktionszeit haben [12].

Im Winter bemerken wir oft die Mudigkeit durch die erhdhte Melatoninabgabe. Ist es drauf3en
trib, dann fihlen wir uns mide und schlapp.

In Abb. 7 sind Kenngr63en verschiedener Lichtverhaltnisse aufgefihrt [11].

Sonnenschein 100.000 Lux /\
Bedeckter Himmel im Sommer ca. 20.000 Lux
Im Schatten bei Sonne 10.000 Lux Synchronisation

’ der biologischen

- . . . - Uhr
Beginn ,biologischer Wirksamkeit* 2.500 Lux Circadiane
Effekte

Sommertag im Biro am Fenster ca. 2.000 Lux

Empfohlen fur Buroarbeitsplatze 500 Lux | | Beleuchtungs-
starken zur

Bewiltigung Biolo-
Empfohlen fir Unterrichtsraume 300 Lux] | der gische
Sehaufgabe Buinkal.
nach Normen heit*
und o
Stralenbeleuchtung 10 - 20 Lux | | vorschriften

Mondschein 0,1 Lux

Abb. 7. Kennwerte verschiedener Lichtverhaltnisse (Quelle: DIPL.-ING. RICHTER, HaJo: Gesundes Wohnklima :
Lichtemotionen; Tageslichtnutzung; Beleuchtung. Stuttgart, 18.07.2006. URL
http://www.bubw.de/PDF_Dateien/News/2006/07_Juli/Vortrag_Richter.pdf?lvi= — Uberpriifungsdatum 2015-01-19

Von groRRer Bedeutung ist vor allem der Wert fir den Beginn der biologischen Wirksamkeit.
Ab 2500 Lux werden die Reize weitergeleitet und es wird Serotonin produziert, man spricht
dann auch von der Synchronisation der inneren Uhr [11]. Alle Werte darunter bewirken nichts
bzw. bewirken das Gegenteil, indem vermehrt Melatonin freigesetzt wird. Im Winter wird der

Wert flur die biologische Wirksamkeit oft nicht erreicht.

3.2.2 Stbérungen des Tagesablaufs

Es ist aber auch nicht nur die natlrliche Beleuchtung der Sonne, von der wir uns
beeinflussen lassen. Andere Einfliisse erschweren es uns, dem natirlichen Rhythmus der

Sonne zu folgen. Einige Beispiele werden hier erlautert.
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3.2.2.1 Schichtarbeit

Die Schichtarbeit ist ein typisches Beispiel dafiir, dass unser Korper aus dem Rhythmus
gerat. Ein Schichtarbeiter lebt gegen seine innere Uhr: Schlafen muss er, wenn der Korper
aktiv ist und arbeiten muss er, wenn der Korper seinen Schlaf verlangt [13].

Wer am Tag schlaft, ,schlaft in der Regel kirzer, weniger tief und allgemein stéranfalliger
[13].“ Daher ist der Schlaf am Tage weniger erholsam, wie der in der Nacht. Hinzu kommen
Leistungsbeeintrachtigungen, sowie ein erhohtes Unfallrisiko durch Ubermidung.

Durch die dauerhaften Schichtarbeiten koénnen vielerlei Symptome auftreten, wie
Konzentrationsschwédche, Nervositat, vorzeitige Ermidung, sowie Appetitlosigkeit und
Magenbeschwerden. AuRerdem existieren Hinweise darauf, dass Schichtarbeit auch Herz-
Kreislauf-Erkrankungen beginstigt und durch eine soziale Isolation kdnnen auch psychische

Probleme auftreten [13].
3.2.2.2 Reisen

Seit dem es so gut wie jedem mdoglich ist zu reisen, reist der Mensch &ofter und viel weiter.
Ein Problem gibt es dabei jedoch: der Jetlag.

Der Jetlag ist ein Phdnomen, welcher die innere Uhr aus dem Gleichgewicht bringt. Dabei
sind vor allem Reisen entlang der Ost-West-Achse problematisch.

Zeitzonen sorgen dafir, dass es in Los Angeles 8 Stunden eher und in Shanghai 8 Stunden
spater als in Berlin ist.

Die Reisen in Richtung Osten sind unangenehmer als die Reisen nach Westen und sind
haufiger mit einem Jetlag verbunden. Geflhlt verliert der Mensch gen Osten Zeit und gen
Westen gewinnt er sie [14].

Fliegt man nach Westen ist der Tag um ein paar Stunden langer, was der Kérper und somit
die innere Uhr besser verkraften konnen, indem man abends nach der aktuellen Zeitzone ins
Bett geht. Gen Osten hinkt die innere Uhr allerdings der Zeit hinterher. Da die innere Uhr
verzogert reagiert, ist die Aufgabe der Synchronisation doppelt schwer. In Tab. 3 ist die

geschatzte Dauer fir die Anpassung verschiedener Ortszeiten (Zeitzonen) dargestellt [14].

Tab. 3: geschatzte Dauer des Jetlags (WATERHOUSE, James M. ; MINORs, David S. ; WATERHOUSE, Maureen E.:
Die innere Uhr : Mit ihr leben - und nicht gegen sie. Bern, Géttingen, Toronto, Seattle : Huber, 1992)

Fluge in Richtung Westen Fluge in Richtung Osten

Uberquerte Zeitzonen | Dauer des Jetlags | Uberquerte Zeitzonen | Dauer des Jetlags
0-3 0 0-2 0

4-6 1-3 3-5 1-5

7-9 2-5 6-8 3-7

10-12 2-6 9-11 4-9
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Der Jetlag ist zu erkennen durch Symptome, wie Ubermidung, Bauchschmerzen,

Verdauungsstoérungen, Kopfschmerzen und Konzentrationsstérungen [14].
3.2.2.3 Lichtverschmutzung

Auch das Licht selbst kann uns den Tagesablauf erschweren. Vor allem in gré3eren Stadten
ist nachts das fehlerhafte Einsetzen von Licht bemerkbar. Dort ist oft so hell, dass wenig bis
keine Sterne sichtbar sind und gerne wird davon gesprochen, dass die Stadt nie schlaft. Man
spricht dabei vom Lichtsmog. In Abb. 8 ist die starke Stralenbeleuchtung im Vergleich zur

Nacht ohne Stral3enbeleuchtung dargestellt.

Abb. 8: Vergleich nachtliche Beleuchtung (Quelle: PoscH, Thomas ; HOLKER, Franz ; FREYHOFF, Anja ; UHLMANN,
Thomas: Das Ende der Nacht : Lichtsmog: Gefahren- Perspektiven- LO©cesungen. 2. Auflage. Weinheim : Wiley-
VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, 2013)

Zu erkennen ist hierbei, dass die Straf3enbeleuchtung viel heller ist, als die natirliche
Beleuchtung durch die Sterne. AuBBerdem ist die Nacht mit Stralenbeleuchtung nicht viel
dunkler gegenuber dem Sonnenuntergang. Dies erklart, weshalb haufig Stadtbewohner
einen unruhigen Schlaf besitzen [15].

Weitere Probleme entstehen durch die Nutzung der neuzeitigen Erfindungen, wie Fernseher,
Handy und Computer. Viele Schlafwissenschaftler sind gegen eine Nutzung dieser Geréate
vor dem Schlafengehen. Die Helligkeit sowie ein hoher Blauanteil blockieren die
Melatoninausschuttung; wir schlafen dann oft sehr spét und unruhig [15].
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Das Arbeiten am Arbeitsplatz wirkt sich haufig ebenfalls auf die Mudigkeit aus. Die
Beleuchtung in Blros ist oft zu dunkel (ca. bei 300-500 Lux) und ein effektives Arbeiten ist
durch die entstehende Midigkeit selten mdglich.

Daher ist es besonders wichtig das Licht gezielter einzusetzen und auf unnétige Beleuchtung

Zu verzichten.

3.3 Invitro Modellsysteme

Der Mensch ist wissenschaftlich betrachtet ein komplexes System bestehend aus
Sinnesorganen, welche es erschweren, erste Versuche beziglich des Verhaltens gegentuber
Licht zu machen. Eine Alternative ist durch in vitro Modellsysteme gegeben.

Die Modelle stehen fiir unterschiedliche Funktionen im Koérper, welche durch entsprechende
Zellkulturen wiedergegeben werden. Die Zellkulturen kdénnen humanen, tierischen oder
pflanzlichen Ursprungs sein. Im Allgemeinen bezeichnet eine Zellkultur die Kultivierung von
Zellen auBerhalb des Organismus (,in vitro*) auf entsprechendem Nahrboden und unter
definierten Bedingungen, die den physiologischen Wachstumsbedingungen nachempfunden
sind.

Die Zelle ist die kleinste lebende Einheit eines Organismus. Sie geben in vitro Aufschluss
Uber den Zellstoffwechsel, Morphologie, Zellzyklus u.a., welche durch Einflisse veradndert
sein kénnen. Dadurch lassen sich erste Auswirkungen beobachten. Sie spiegeln jedoch als
Modellsystem nur eine begrenzte Anzahl an Eigenschaften des menschlichen Korpers
wieder und stellen somit ein beschrénktes Abbild der Wirklichkeit dar. Um einen ersten
Eindruck der Lichteinfllisse zu erhalten, reicht dieses Abbild aus.

Zur Kultivierung dienen Plastikschalen oder Flaschen, die Kulturmedien mit
Wachstumsfaktoren und N&ahrstoffen enthalten.

Die Anspriche an das Zellkulturmedium unterscheiden sich von Zelllinie zu Zelllinie. Dabei
muss ,eine Umgebung geschaffen werden, die Proliferation, Wachstum und, wenn nétig,
Differenzierung und Austbung von typischen Zellfunktionen erlauben® [16]. Die
Zellkulturmedien bestehen aus Aminoséuren, Vitaminen, Salzen, fetales Kalberserum,
anorganische Puffersubstanz (meist NaHCO3) und sonstige Substanzen, wie z.B. Antibiotika
[16].

Es wird unterschieden in Priméarkulturen, die direkt aus dem Gewebe gewonnen werden und
durch eine finite Lebensdauer gekennzeichnet sind, und infinite Zellkulturen, deren Zellen
sich unendlich teilen kdnnen und somit scheinbar unsterblich sind. Ein grofl3er Teil infiniter
Kulturen entstehen aus Tumorzellen, die nur noch sehr wenige in-vivo-Eigenschaften
besitzen.

Die Art des Wachstums ist ein weiteres Unterscheidungskriterium. Adharente Zellen

wachsen an der Oberflache des Kulturgefal3es, zumeist als Monolayer. Nicht adharente
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Zellen hingegen werden als Suspensionskultur, d.h. frei schwimmend im Nahrmedium,
gehalten [17].

Aufgrund des Teilungsvermdgens einer jeden Zelle, steigt die Zellzahl exponentiell an [16].
Nehmen adhéarente Zellen die Wachstumsflache der Kulturschale vollstandig ein, wachsen
sie in der Regel nicht mehr weiter und es kann sogar zum Absterben der Kultur fihren.
Daher missen die Zellen auf enzymatischem (Trypsin, Accutase etc.) oder mechanischem
(Shake off-Verfahren, Abschaben etc.) Wege von der Oberflache des Kulturgefal3es abgeldst
werden, mit Nahrmedium verdinnt und in ein neues Kulturgefald Gberfihrt werden. Diesen
Vorgang nennt man Subkultivierung bzw. Passagieren. Es ist uUblich, Zelllinien nur bis zu
einer bestimmten Passage zu verwenden, da sie sonst ihre spezifischen Eigenschaften
verlieren [17].

Die Haut ist das grof3te menschliche Organ, welches einer hohen Lichtintensitat ausgesetzt
ist. Daher wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit eine Zelllinie der humanen Keratinozyten

betrachtet.
Keratinozyten

Eine humane Zelllinie der Keratinozyten ist die HaCat Zelllinie. HaCaT ist eine Abklrzung
und steht fir ,Human adult low Calcium high Temperature® und es handelt sich um eine
permanente, epitheliale humane Zelllinie. Sie wird als nicht tumorigen eingestuft [18].
Diese Zelllinie entstammt aus dem Randgebiet eines primaren malignen Melanoms aus der
oberen Rickenhaut eines 62jahrigen Patienten [19].
Fur diese Zelllinie ist es charakteristisch, dass sie ihre Differenzierungsfahigkeit zu
Korneozyten beibehalten. Dabei spielt der Calciumgehalt eine grof3e Rolle. Eine niedrige
Calciumkonzentration (<0,1 mM) unterstitzt die Bildung eines adhérenten Monolayers
proliferierender Keratinozyten [18].
Als Vorteil der HaCaT-Zellen ist die hohe Immortalitat (>140 Passagen mdglich) anzusehen.
Des Weiteren sind ihre Eigenschaften den NHK-Zellen (normal adult human Keratinozyten =
native Keratinozyten) ahnlich [18]:

a) bilden ein Monolayer

b) gleiche phanotypische Morphologie

c) Ahnlichkeiten in der Zelladhasion, Zellinteraktionen und in der Reaktion auf

zytotoxische Ereignisse

HaCaT-Zellen weisen im Wesentlichen die Eigenschaften von basalen epidermalen

Keratinozyten auf und bilden somit das in vitro-Modell fiir die oberste Hautschicht [20].
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4 Material, Gerate und Methoden
41 OLED

Eine relativ junge Technologie in der Beleuchtungsbranche ist die Herstellung von OLEDs.
Das sind organische LEDs, die sich durch folgende Eigenschaften auszeichnen:

- Sie sind Flachenlichtquellen herstellbar auf Glas, Dunnglas, Plastik- oder
Metallfolie. (herstellbar auf DUnnglas, Plastik- oder Metallfolie; siehe Abb. 9)

Plastic foil Metal foil

Thin glass

bottom emitting top emitting
(plastic foil or thin glass) (metal or plastic foil or thin glass)
+ - T

- R e
transparent conductor =)
organic lyyers | I
metal cathode

substrate

=i Fraunhofer

Lild

- Sie sind dinn, leicht und z.T. flexibel.

- Sie weisen ein sonnenahnliches Spektrum auf.

- Sie kénnen das Licht in verschiedene Richtungen emittieren (durch das Substrat-

bottom- und vom Substrat weg-top emitting).

- Sie zeichnen sich durch geringen Stromverbrauch aus.

- Es st keine zusatzliche Kuhlung notwendig.
In Abb. 10 ist eine opake OLED zu sehen, die am Fraunhofer FEP erfolgreich hergestellt
wurde und fur die Versuche verwendet wird.
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Abb. 10: weile opake Tabola OLED mit COMEDD Signatur

In Anhang 15 befindet sich ein Datenblatt der Tabola OLED.

Ein mogliches Einsatzgebiet fir die OLED ist die Medizin. Zum Beispiel ist die
unterstitzende Wirkung in der Wundheilung mit Licht bekannt. Daher sollen die
Auswirkungen des OLED-Lichts auf die menschliche Zelle untersucht werden. Im Folgenden

wurde eine Auswahl an OLED-Leuchtquellen getroffen, die einen Einsatz finden kénnten.

41.1 Auswahl OLED

In diesem Kapitel werden die ausgewahlten OLEDs charakterisiert. Es wurden aus dem
Bestand des Fraunhofer FEP Tabola Module ausgesucht. Die Tabola ist eine OLED aus
starrem Glas mit Glas verkapselt. Diese OLEDs wurden ausgewahlt, um das Lichtspektrum

vollstéandig zu untersuchen, aber die Parameter dennoch gering zu halten.

4.1.1.1Blaue OLED

Blaues Licht ist fir seine antibiologische Wirkung bekannt, allerdings kann es auch
menschliche Zellen schadigen, wenn der kurzwellige Blauanteil (nahe UV-Bereich) zu grof3
ist. Daher sollte das blaue Licht der OLED nicht schadigend wirken, was ein Teil der
Versuche bilden wird. In Abb. 11 ist das Spektrum der blauen OLED bei 300 cd/m?

vermessen dargestellt.
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Spektrum der blauen OLED
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Abb. 11: Spektrum der blauen OLED
Die blaue OLED hat einen Spektralbereich von ca. 450 nm bis ca. 550 nm. Der organische

Emitter hat sein Maximum bei 463 nm. Ein weiteres lokales Maximum existiert bei 483 nm.
Zu erkennen ist, dass der Bereich kontinuierlich ist und die R&nder steil abfallen, d.h. die
Ubergange sind deutlich zu erkennen.

In Abb. 12 ist die Abhangigkeit der Leuchtdichte zum Strom dargestellt.

Leuchtdichte in Abhangigkeit zum Strom

blaue OLED
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- ./
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Abb. 12: Leuchtdichte in Abh&ngigkeit vom Strom
Diese Darstellung ist fir den Versuchsaufbau relevant. Zu erkennen ist, dass die

Leuchtdichte sehr gering ist und somit die OLED mit einem hdéheren Strom betrieben werden

muss, um eine gute Leuchtdichte fur die Versuche zu erreichen. Weitere Grafiken befinden

sich in Anhang 1.
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4.1.1.2Grune OLED

Grunes Licht wird bisher in wissenschaftlichen Bereichen wenig betrachtet. Jedoch reagiert
das menschliche Auge am empfindlichsten auf grine Strahlung. Daher werden auch
Versuche mit griinem Licht durchgefihrt, um eine eventuelle Sensibilitat der menschlichen
Zellen nachzuweisen. In Abb. 13 ist das Leuchtspektrum der griinen OLED bei 3800 cd/m?2

vermessen dargestellt.

Spektrum der grinen OLED
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Abb. 13. Leuchtspektrum der griinen OLED
Bei der griinen OLED werden zwei verschiedene organische Emitter verwendet, um eine

hohe Leuchtintensitét zu erreichen. Das Spektrum reicht von ungefahr 480 nm bis 700 nm.
Das globale Maximum liegt hier bei 551 nm. In Abb. 14 ist die Leuchtdichte der griinen

OLED in Abhangigkeit zum Strom dargestellt.

4000 — Leuchtdichte in Abhangigkeit vom Strom
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Abb. 14: Leuchtdichte in Abhangigkeit zum Strom der griinen OLED
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Es ist zu erkennen, dass die OLED eine sehr gute Effizienz hat, da weniger Strom bendtigt

wird, um eine hohe Leuchtdichte zu erzeugen. In Anhang 2 befinden sich weitere Grafiken.

4.1.1.30range OLED

Oranges Licht ist nahe dem roten Bereich und kann somit auch eine heilende Wirkung

haben. Das Spektrum der orangen OLED bei 788 cd/m2 vermessen, ist in Abb. 15 zu sehen.

Spektrum orange OLED
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Abb. 15: Lichtspektrum der orangen OLED

Das Spektrum beginnt im gelben Lichtbereich und geht Uber bis ins rote Licht. Daher wirkt
das Licht der OLED orange und der rote Anteil kann zur Wundheilung nitzlich sein. Das
Maximum liegt bei 616 nm. Die Leuchtdichte gegeniber dem Strom ist in Abb. 16 zu sehen.

Leuchtdichte in Abhangigkeit zum Strom

orange OLED
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Abb. 16: Leuchtdichte in Abhéngigkeit zum Strom der orangen OLED
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Die Effizienz ist geringer als die der grinen OLED. In Anhang 3 sind weitere

charakteristische Diagramme zu finden.

4.1.1.4WarmweilRe OLED

Man spricht von warmwei3em Licht, wenn die Farbtemperatur des weif3en Lichts unter 3300
K ist. Dabei wirkt das Licht gelblich bis rétlich, da der Blauanteil sehr gering ist. Die
Farbtemperatur der OLED wurde mit Hilfe der Ulbrichtkugel ermittelt und liegt bei 3200 K. In
Abb. 17 ist das Lichtspektrum bei 2000 cd/m2 vermessen, der warmweien OLED

abgebildet.
Spektrum warm weile OLED
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Abb. 17: Lichtspektrum der warmwei3en OLED

Die warmweifRe OLED enthélt drei verschiedene Emitter: blau, griin und orange. Dabei ist die
Intensitat des blauen Emitters wesentlich geringer als die Intensitat des Roten. Der rote bzw.
orange Emitter erzeugt ein globales Maximum bei 603 nm. Der griine Emitter hat zwei lokale
Maxima bei 500 nm und 543 nm. Das lokale Maximum des blauen Emitters liegt bei 463 nm.
Zur Ermittlung, welcher Strom flr eine bestimmte Leuchtdichte benétigt wird, ist die
Abhangigkeit in Abb. 18 dargestellt.
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Leuchtdichte in Abhangigkeit zum Strom
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Abb. 18: Leuchtdichte in Abh&angigkeit des Stroms der warmweif3en OLED
Weitere charakterisierende Grafiken sind in Anhang 4.

4.1.1.5KaltweiRe OLED

Die kaltweil3e OLED hat eine Farbtemperatur von 3360 K und liegt somit genaugenommen
im neutralweillen Bereich. In Abb. 19 ist das Leuchtspektrum der kaltweilen OLED

gemessen bei 1230 cd/m? dargestellt.
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Abb. 19: Leuchtspektrum der kaltweil3en OLED
Es ist zu erkennen, dass der rote Emitter sowie der blaue Emitter nahezu identische
Strahldichten erzeugen. Daher wirkt das Licht kihler als bei der warmweil3en OLED. Daher

wird diese OLED als kaltweil3 bezeichnet. Das globale Maximum liegt im roten Bereich bei
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603 nm. Der blaue Emitter erzeugt ein lokales Maximum bei 468 nm. Die Leuchtdichte ist in

Abhangigkeit zum Strom in Abb. 20 dargestellt.
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Abb. 20: Leuchtdichte in Abhangigkeit zum Strom der kaltweiRen OLED

Weitere charakteristische Grafen befinden sich in Anhang 5.
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4.2  Zellkultivierung

Die HaCaT-Zellen wachsen in Zellkulturflaschen mit Beluftungskappe (Greiner bio-one)
heran, die eine Wachstumsflache von 25 bzw. 75 cm? haben. Das Fdillvolumen des
Zellkulturmediums entspricht 5 bzw. 15 ml.

Die Inkubation erfolgt in einem CO,-Inkubator bei 37 °C, ca. 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 %
Kohlenstoffdioxid.

Alle zellbiologischen Schritte sowie alle notwendigen Hilfsmittel missen unter sterilen
Bedingungen durchgefiihrt werden, um eine Kontamination und somit den Zelltod zu
verhindern. Des Weiteren sind Medium, Puffer und Trypsin im Wasserbad auf 37 °C
vorzutemperieren.

Im Nahrmedium befindet sich ein Farbindikator (Phenolrot) [16]. Sobald sich dieser von Rot
nach Gelb verfarbt, ist dies ein Indiz, dass die Nahrstoffe im Medium verbraucht sind und die
Zellen stellen ihr Wachstum ein. Um dies zu verhindern, wird das verbrauchte Medium
abgesaugt und frisches Medium entsprechend dem Fullvolumen hinzugeflgt.

Bedecken die Zellen die gesamte Wachstumsflache (konfluenter Monolayer) werden sie
umgesetzt (passagiert). Dabei werden die Zellen zunachst mittels Puffer (PBS) gewaschen.
Des Weiteren enthalt der Puffer EDTA, welcher die Zell-Zell-Kontakte 16sen soll. Bei HaCaT-
Zellen ist dieser Kontakt sehr stark ausgepragt, weshalb der Puffer 15-20 min im Inkubator
einwirken muss. Das Aufbrechen der Kontakte kann unter einem Lichtmikroskop beobachtet
werden. Beim Puffer ist darauf zu achten, dass dieser nicht zu lange einwirkt, da dieser mit
der Zeit auch die Zellen vom Flaschenboden abldst.

Nach der Einwirkzeit wird der Puffer vorsichtig abgesaugt und eine Trypsinldsung wird
hinzugegeben. Trypsin ist eine alkalische Pankreasprotease aus den Bauchspeicheldriisen
von Rindern oder Schweinen [16], welche die Zell-Matrix-Verbindungen andaut, d.h. die
Zellen l6sen sich von der Kulturunterlage. Die Flasche wird vorsichtig geschwenkt, sodass
das Trypsin sich verteilt und wird dann fir ca. 5 min im Inkubator temperiert. Eine langere
Einwirkzeit kann die Zellen schadigen. Nach dem Einwirken, wird das Trypsin mit der
doppelten Menge Medium abgestoppt. Diese Suspension wird nun in ein
Zentrifugenréhrchen pipettiert und 5 min bei 900 rpm zentrifugiert. Nun befindet sich ein
Zellpellet am Boden des Rohrchens und das Trypsin-Mediumgemisch kann vorsichtig
abgesaugt werden. Das Zellpellet wird dann in frisches Medium resuspendiert. Durch
Bestimmung der Zellzahl kann die gewiinschte Zellkonzentration durch Verdinnung mit
Néahrmedium erstellt werden und in eine neue Zellkulturflasche Uberflhrt werden.

Die entsprechenden Volumina sowie die Zusammensetzung der Ldsungen zur

Zellkultivierung befinden sich in Anhang 6.
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4.3 Zellbiologische Methoden
4.3.1 Lichtmikroskopie

Zur Untersuchung der Zellvitalitait und Zellmorphologie sowie zur Uberpriifung, ob eine
Kontamination vorliegt, werden die Zellen in den ZellkulturgefaBen mit Hilfe eines
Lichtmikroskops taglich begutachtet. Dabei wird bei 100-facher Vergrof3erung die gesamte
Wachstumsflache betrachtet. Es kann das Aussehen der Zellen, die Konfluenz
(Zelldichtigkeit) sowie Zellreste (Zellschrott) von toten Zellen beurteilt werden.

Fir spatere Vergleiche konnen mit Hilfe der am Mikroskop angebrachten Kamera und der
speziellen PC-Software (Motic Images Plus 2.0) Einzelbilder der Proben aufgenommen

werden.
4.3.2 Zellzahl

Die Zellzahl kann mit Hilfe einer Neubauer-Z&hlkammer bestimmt werden. Dazu missen die
Zellen durch Abl6ésen in Suspension gebracht werden.

Die Zahlkammer sowie das Deckglaschen sind mit Ethanol zu reinigen. Dann wird die
Zahlkammer durch Anhauchen befeuchtet und das Deckglaschen auf die Seitenstege
gedriickt, sodass Newtonringe entstehen. Diese zeigen an, dass das Deckglaschen richtig
befestigt ist und die richtige Tiefe des Mittelsteges (0,1 mm) eingestellt ist.

Nun wird die Zellsuspension mit Hilfe einer Pipette an den Rand des Deckglaschens
pipettiert. Durch die Kapillarkrafte wird die Suspension in den Zwischenraum zwischen
Deckglas und Zahlkammer gesaugt. Unter einem Lichtmikroskop mit 100-facher
Vergrof3erung kann nun die Zellzahl bestimmt werden. In Abb. 21 ist das Schema der
Zahlkammer zu finden [16].
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Abb. 21: Neubauer Zahlkammer; links: Netzeinteilung der Z&hlkammer; rechts: Schema zum Auszéhlen
(Quelle: LinpL, Toni: Zell- und Gewebekultur : Einflhrung in die Grundlagen sowie ausgewahlte

Methoden und Anwendungen. 5., Uberarb. und erw. Aufl. Heidelberg, Berlin : Spektrum, Akad. Verl.,
2002\
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Die Zahlkammer besteht aus 9 (3 x 3) GroRquadraten mit je einer Flache von 1 mmz2. Diese
bestehen wiederum aus 16 kleinen Quadraten. Zum Auszahlen der Zellen werden nun die 4
grolRen Eckquadrate verwendet. In jedem GroRRquadrat werden die kleinen Quadrate in
Schlangellinie ausgezahlt. Zellen, die auf dem Rand liegen, werden nur an 2 Seiten
mitgezahlt, d.h. links und oben oder rechts und unten.

Nach dem Auszéhlen der 4 Grof3quadrate wird der Mittelwert ermittelt. Die Zellzahl pro
Milliliter berechnet sich wie folgt:

Zellen]  gezihlte Zellen

4
ml 4 Grofiquadrate i

Zellkonzentration [

Daraus kann nun die Gesamtzellzahl bestimmt werden:

Zellen
ml
Die Verdiinnung ist das Gesamtvolumen, indem die Zellen suspendiert wurden.

Gesamtzellzahl = Zellkonzentration [ ] * Verdliinnung [ml]

4.3.3 Stoffwechselaktivitdt mit Resazurin

Die Stoffwechselaktivitat kann mit Hilfe des Resazurin Assay Kits ermittelt werden. Dies ist
ein extrazellularer Reduktionstest. Resazurin ist ein blauer Redox-Farbstoff, ungiftig und ist
nicht fluoreszierend [21].

Das Resazurin wird in die Zelle aufgenommen und in Abhéngigkeit der Stoffwechselaktivitat

irreversibel zum pinkfarbenen, fluoreszierenden Resorufin reduziert (siehe Abb. 22).
)
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Abb. 22: Resazurin-Reduktion (Quelle: ANNA KAarRuTz: Ermittlung des Einflusses der Nanophotonentechnologie
auf in vitro-Zellkulturen. Zittau, Internationales Hochschulinstitut Zittau, Biotechnologie und Angewandte
Okologie. Masterarbeit. 2012)

Die Reduktion ist abhangig von der Aktivitat der einzelnen Zellen, sowie von der Zellanzahl.
Die Aktivitat kann durch auf3ere Einflisse, z.B. zytotoxische Stoffe, beeinflusst werden. Mit
der Zeit, wenn das Resazurin verbraucht ist, wird das Resorufin in den farblosen Stoff
Dihydroresorufin reduziert.

Die Ermittlung der Stoffwechselaktivitat erfolgt nach der Beleuchtung am MTP-Reader. Das

verbrauchte Nahrmedium wird abgesaugt und 2 ml frisch hergestellte Resazurinldsung
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(Nahrmedium +10 % des des Mediumvolumens Resazurin) zu den Proben pipettiert.
Danach werden die Zellen fiir zwei Stunden im CO,-Inkubator inkubiert, damit das Resazurin
metabolisch zum Resorufin reduziert werden kann. Als Blank dienen 2 ml der
Resazurinlésung ohne Zellrasen. Zur Messung der Fluoreszenz werden die Wellplatten in
den MTP-Reader gestellt und vermessen. Nach dem Starten des Programms, werden die
Proben geschiittelt, um das Resorufin gleichmafig zu verteilen, so dass es egal ist, an
welcher Stelle in der Kavitdt gemessen wird. Die Fluoreszenz wird mittels Blitzen mit einer
Wellenlange von 560 nm angeregt. Die Intensitat des emittierenden Lichts wird bei 590 nm
vermessen. Die Messwerte werden als relative Fluoreszenzeinheiten (RFU) ausgegeben.
Die Proben werden auf die mitgefiihrte Kontrolle bezogen.

4.3.3.1 Stoffwechselumsatz pro Zelle

Durch Auszahlen der Zellen kann der Stoffwechselumsatz pro Zelle ermittelt werden. Hierzu
werden die Zellen nach der Messung im MTP-Reader aus der Kavitat gelost und mittels

Zahlkammer gezahlt. Die relative Fluoreszenzeinheit wird dann durch die Zellzahl geteilt.
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4.4 Versuchsaufbau

1. Zweck
Diese Arbeitsanweisung dient dazu

Versuchsdurchfuhrung zu beschreiben.

2. Material und Gerate

einen zweckmaRigen Versuchsaufbau und die

Material/ Gerat

Anzahl

Spannungsquelle KEITHLEY 2400

Sourcemeter

1

Frischhaltebox

Laborkabel rot

Laborkabel schwarz

Krokodilklemmen

OLED-Platine

Klemmen

OLED

RN RN R R R

schwarze undurchsichtige Folie

grol3e Petrischale

1

12-Well-Platte

je nach Versuch

Mini-Brutschrank

1

3. Anweisung

Vorbereitung:

a) Die Frischhaltebox ist mit der schwarzen Folie zu ummanteln (siehe Abb. 23).

Abb. 23:abgedunkelte Box; Kiste und Deckel jeweils mit schwarzer Folie ummantelt

b) Die Zellkultur in gewiinschter Konzentration (abhangig von Versuchsplan) nach Abb.

24 in 12-Well-Platte aussahen und inkubieren.




Material, Gerate und Methoden 28

Abb. 24: Befiullung der Well-Platte, griin darf befillt werden
c) Die gewinschte OLED muss ausgewahlt werden, sowie die gewlnschte

Leuchtintensitat.

D) Mini-Brutschrank einschalten und auf 31°C temperieren.
2 Die OLED ist auf die OLED Platine zu legen, sodass die elektrischen Anschlisse

nach oben zeigen und das comedd-Emblem auf der OLED rechts ist (siehe Abb. 25)

elektrischer Anschluss

comedd-Emblem

3) Die OLED ist mit den Klemmen an der Platine zu befestigen.

(4) Die groRRe Petrischale ist mit der Offnung nach unten in die Box zu legen.

(5) Die Platine mit der OLED ist auf die Petrischale in der Box zu stellen.

(6) Die Laborkabel rot und schwarz je an einem Ende in die Krokodilklemmen stecken.
@) Mit den Krokodilklemmen an die Kabelenden des elektrischen Anschlusses, dabei

rot an rot und schwarz an schwarz.
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(8) Die noch freien Enden der Laborkabel an die Spannungsquelle anschliel3en (siehe
Abb. 26).

9) Die Spannungsquelle auf gewlinschte Strom- und Spannungswerte einstellen.

(20) OLED anschalten und tberprifen, ob OLED leuchtet, ggf. Kontakte Gberprufen.

(11) OLED ausschalten.

(12) Die Well-Platte, die beleuchtet werden soll, mit der Orientierungsseite nach links auf
die OLED stellen (siehe Abb. 27).

(13) Den Deckel der Box schlie3en.
(14) Die Well-Platte zur Kontrolle wird in den Mini-Brutschrank gestellt.
OLED anschalten. Hinweis: Die Versuchsdauer darf eine Dauer von 30min nicht

Uberschreiten. Langere Zeiten missen gestaffelt werden.



Experimentelles 30

5 Experimentelles

In diesem Kapitel wird der Versuchsablauf erlautert. FUr die Versuchsreihe missen einige

Parameter festgelegt werden und das Versuchskonzept erstellt werden.
5.1 Vorbereitung der Zellen zur Beleuchtung

Ein wichtiger Bereich fir die Versuchsdurchfihrung sind die Zellen, diese mussen fir die

Versuche vorbereitet werden.
5.1.1 Bestimmung der Wachstumskurve

Fir die Versuche mussen Zellen in 12-Well-Platten ausgeséat werden. Um zu ermitteln, wie
viele Zellen ausgesat werden missen, wird eine Wachstumskurve erstellt. Diese ist notig,
um eine gute Ausgangssituation der Zellen fur die Versuche zu haben. Dabei ist es wichtig,
dass sich die Zellen wahrend des Versuches im exponentiellen Wachstum befinden,
allerdings die Wachstumsflache nicht vollstandig bedecken, da sich die HaCaTs schlecht
ablosen lassen. Eine Bedeckung der Wachstumsflache von 80-90 % sollte zur Behandlung
und Zellzahlbestimmung geniigen. Da die Zellen wéhrend der Aussaat im Medium geldst
sind, wird die Zellzahl mit einer Konzentration von Zellen pro ml (Zellen/ml) angegeben.

Es hat sich bewahrt drei Wachstumskurven zu erstellen, um die geeignetste Konzentration
zu ermitteln. Ermittelt werden an sieben Tagen die absolute Zellzahl sowie die Konfluenz*
des Zellrasens. Um Fehler zu vermeiden, werden taglich drei unabhangige Kavitaten (Wells
der Wellplatte) der einzelnen Konzentrationen ausgezahlt. In Abb. 28 sind die drei

Wachstumskurven abgebildet.

! Konfluenz beschreibt die Zelldichte auf der Wachstumsflache. Sind die Zellen dicht an dicht, ist die
Flache konfluent.
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Abb. 28: Wachstumskurven von 3 verschiedenen Konzentrationen
Zu erkennen ist, dass die HaCaTs ca. 48 Stunden bendtigen, um sich zu regenerieren und in
das exponentielle Wachstum tberzugehen. In Abb. 29 ist die zugehotrige Konfluenz der

Konzentrationen dargestellt.
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Abb. 29: Konfluenz des Zellrasens

An Tag 4 nach der Aussaat ist die Wachstumsflache aller Konzentrationen vollstandig
bewachsen. Zwar wachsen diese noch weiter und ziehen sich zusammen, aber mit jedem
weiteren Tag lassen sich die Zellen schlechter ablésen und auszahlen. Optimal fir spatere
Versuche ist daher Tag 2 oder Tag 3 nach der Aussaat. Eine gute Konfluenz und Zellzahl hat
an Tag 2 und Tag 3 die Konzentration von 5x10* Zellen/ml. Daher wird diese Konzentration

fur die Lichtversuche verwendet.
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5.1.2 Aussaat der Zellen und Aufzucht

Zunachst werden HaCaTs mit einer Konzentration von 5x10* Zellen/ml in eine 12-Wellplatte
ausgesat. Ebenso wird mit der Kontrolle verfahren, die dieselbe Konzentration erhélt, aber
nicht beleuchtet wird. Beide Wellplatten werden fiir ca. 48 Stunden im Brutschrank bei 37°C,
5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert.

5.2  Versuchskonzept zur Beleuchtung der Zellen mit OLEDs

Im Versuch werden HaCaTs mit Licht verschiedener OLEDs beleuchtet. In Abb. 30 ist das

Versuchskonzept aufgezeichnet.

Auswahl der Versuchs- Aussdhen der HaCaTs in
OLED 12-Wellplatten
Einbau der OLED in 2 Tage Inkubation bei 37°C,
Versuchsaufbau 5% CO2

Beurteilung der Zellen
(Lichtmikroskop)

15 min Behandlung mit
ausgewadhlter Leuchtdichte
der OLED

Beurteilung der HaCaTs
-Resazurin
-Zellzahl
- Morphologie
- Vergleich mit Kontrolle

Abb. 30: Versuchskonzept

Die entsprechende Versuchs-OLED wird aus den vorhandenen OLEDs, die unter 4.1.1
beschrieben wurden, ausgewahlt.

Am Versuchstag werden die Zellen vor dem Versuch unter einem Mikroskop begutachtet und
beurteilt. Wichtig sind dabei das Aussehen (Morphologie) der Zellen, ggf. Kontaminationen
und die Konfluenz des Zellrasens. Der Versuchsaufbau wird mit der ausgewahlten OLED

aufgebaut.
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Dann wird eine Wellplatte fir 15 min mit einer definierten Leuchtdichte beleuchtet, wahrend
die Kontrolle abgedunkelt in einem Mini-Brutschrank steht. Nach der Beleuchtung werden die
Kontrolle und die behandelte Probe unter dem Mikroskop verglichen. Anschlie3end wird ein

Resazurintest durchgefuhrt und die Zellzahl wird ermittelt.

5.3 Versuchsplanung zur Bestrahlung

Die Versuche sollen einen ersten Eindruck Uber die Auswirkung von Licht auf humane Zellen
zeigen. Daher werden die Versuche breit gefachert.
Es stehen 5 Lichtfarben zur Verfiigung:

- Blau

- Grun

- Orange

- Warmweil3

- Kaltweil3
Diese 5 Farben werden zunachst mit derselben Leuchtintensitat verwendet, um eventuelle
Unterschiede in der Farbwirkung zu ermitteln. Da die blaue OLED die schwachste Intensitat
hat, werden die anderen Farben auf die Intensitat von 300 cd/m2 eingestellt. Um die richtige
Intensitat zu erhalten, wird der Strom eingestellt, welcher durch das Leuchtdichte-Strom-
Diagramm ermittelt werden kann.
Da eine Intensitat von 300 cd/m2 sehr gering ist, werden drei Lichtfarben, die durch ihre
technischen Eigenschaften geeignet sind, auch bei 1000 cd/m2 verwendet. Jeder einzelne
Versuch wird mind. zweimal wiederholt, um eine statistische Genauigkeit zu ermitteln. Des
Weiteren werden pro Versuch 4 Kavitaten beleuchtet und ausgezahlt. In Tab. 4 sind die

einzelnen Versuche aufgelistet.

Tab. 4: Versuchsplanung

Versuch Lichtfarbe Intensitat in cd/m? Ermittelter Strom in
mA

1 Blau 300 300

2 Grin 300 20

3 Orange 300 100

4 Kaltweil3 300 70

5 Warmweil3 300 35

6 Grun 1000 75

7 Kaltweil3 1000 300

8 warmweif3 1000 140
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6 Ergebnisse und Diskussion

6.1 Blaue OLED

Mit der blauen OLED wurden die Keratinozyten bei einer Leuchtdichte von 300 cd/m2 fir 15
min beleuchtet. In Tab. 5 sind die lichtmikroskopischen Aufnahmen der Zellen zum

Vergleich.

Tab. 5: lichtmikroskopische Aufnahmen der Wachstumsflache (Ausschnitte) vor und nach der Beleuchtung
(blaues Licht, 300 cd/m?)

Kontrolle 15 min blaues Licht

vorher

nachher

In Tab. 6 sind die absoluten Zahlenwerte der Behandlung mit blauem Licht und einer
Leuchtdichte von 300 cd/m2 aufgefihrt.
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Tab. 6: 15 min Behandlung mit blauem Licht bei 300 cd/m?

Versuch 1 2 3

Kontrolle 15 min Kontrolle | 15 min Kontrolle | 15 min
Zellzahl 338125 303438 | 276875 277500 210625 180000
Stoffwechsel- 219545 19735 21739,25 | 21709,75 | 18244,75 | 21090,5
aktivitat pro Kavitéat
Stoffwechsel- 0,0649 0,0650 0,0785 0,0782 0,0866 0,1172
aktivitat pro Zelle
Morphologie Keine Veranderungen | Keine Veranderungen | Keine Veranderungen
(Lichtmikroskopie)

In Anhang 7 sind die ausfiihrlichen Tabellen zum blauen Licht zu finden.

Der Versuch mit dem blauen Licht zeigt nur im dritten Versuch eine starke Tendenz. Die
Stoffwechselaktivitat pro Zelle hat sich um 35 % zur Kontrolle erhdht. Allerdings muss in
weiteren Versuchen gezeigt werden, dass diese Aktivitatssteigerung kein Einzelfall bleibt,
denn diese Steigerung konnte auch durch Stress hervorgerufen worden sein. Dieser Stress
kann auftreten, wenn die Zellen zu lange aulerhalb des Brutschrankes bleiben. Das
Ausbleiben einer Aktivitatssteigerung kann aber auch durch Stress hervorgerufen werden.
Eine genauere Zeitiberwachung kdnnte dies verhindern.

Des Weiteren ist anzumerken, dass in allen drei Versuchen die Parameter zur Bestimmung
der Zellteilung sowie der Zelltod nicht erhdht waren. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass
blaues Licht kein Krebs fordern sollte (vermehrte Zellteilung) und die vorhandene
Leuchtquelle fur die Zellen nicht schadlich sein sollte. Die Auswirkungen missen mit einer

hoheren Leuchtdichte Gberprift werden.
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6.2

Grine OLED

Die Keratinozyten wurden mit 300 cd/m?2 fir 15min beleuchtet. In Tab. 7 sind zum Vergleich

die lichtmikroskopischen Aufnahmen vor und nach der Beleuchtung.

Tab. 7: lichtmikroskopische Aufnahmen der Wachstumsflache (Ausschnitte) vor und nach der Beleuchtung (griine
OLED, 300 cd/m?)

vorher

nachher

Kontrolle

15 min blaues Licht

In Tab. 8 sind die absoluten Zahlenwerte der Behandlung mit griinem Licht bei 300 cd/m?2 zu

finden.

Tab. 8: 15 min Behandlung mit grinem Licht bei 300 cd/m?2

Versuch 1 2 3

Kontrolle 15 min Kontrolle 15 min Kontrolle | 15 min
Zellzahl 322812,5 | 282187,5|109687,5 |99062,5 | 252500 | 245937,5
Stoffwechsel- 24763,5 24299,75 | 12809,25 | 12613,75 | 24795 23900
aktivitat pro Kavitat
Stoffwechsel- 0,0767 0,0861 0,1168 0,1273 0,0945 0,0972

aktivitat pro Zelle

Morphologie

(Lichtmikroskopie)

Keine Veranderungen

Keine Veranderungen

Keine Veranderungen
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Die entsprechenden ausfiihrlichen Tabellen befinden sich in Anhang 8.

In Tab. 9 sind die Aufnahmen der Beleuchtung mit griinem Licht bei 1000 cd/mz.

Tab. 9: lichtmikroskopische Aufnahmen der Wachstumsflache (Ausschnitte) vor und nach der Beleuchtung (griine
OLED, 1000 cd/m?)

Kontrolle

vorher

nachher

15 min blaues Licht

Die absoluten Zahlenwerte fir eine Behandlung mit griinem Licht bei einer Leuchtdichte von
1000 cd/m? befinden sich in Tab. 10.

Tab. 10: 15 min Behandlung mit griinem Licht bei 1000 cd/m?

Versuch 1 2 3

Kontrolle 15 min Kontrolle 15 min Kontrolle | 15 min
Zellzahl 290000 287500 | 154062,5 | 170315,5 | 284062,5 | 226250
Stoffwechsel- 22369,25 | 23994,5 | 21636,25 |21790,5 | 233555 |22839
aktivitat pro Kavitéat
Stoffwechsel- 0,0771 0,0835 0,1404 0,1279 0,0822 0,1010
aktivitat pro Zelle
Morphologie Keine Veranderungen | Keine Veranderungen | Keine Veranderungen

In Anhang 9 befinden sich die ausfuhrlichen Tabellen zu diesem Versuch.

Das griine Licht verspricht eine Uberraschung. Sowohl die kleine Leuchtdichte von 300

cd/m2 als auch die hohe Leuchtdichte von 1000 cd/m2 zeigen Auswirkungen auf die
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Stoffwechselaktivitat. In beiden Fallen sind Tendenzen zur Aktivitatssteigerung pro Zelle
vorhanden. Des Weiteren ist kein vermehrtes Zellwachstum oder Zellsterben ersichtlich.
Jedoch ist auch kein Unterschied zwischen den zwei verschiedenen Leuchtdichten
ersichtlich. Ein empfindlicherer intrazellularer Test kdnnte eventuell eine starkere
Differenzierung erbringen.

Die OLEDs mit griinem Licht sollten in jedem Fall in weiteren Versuchen mit Zellen erprobt
werden.
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6.3 Orange OLED

Die HaCaTs wurden 15 min lang mit orangem Licht bei einer Leuchtdichte von 300 cd/mz2.
Mit Hilfe einer lichtmikroskopischen Aufnahme sind Ausschnitte der Wachstumsflache in
Tab. 11 zu finden.

Tab. 11: lichtmikroskopische Aufnahmen der Wachstumsflache (Ausschnitte) vor und nach der Beleuchtung
(orange OLED, 300 cd/m?)

15 min blaues Licht

Kontrolle

vorher

nachher

Ein Uberblick tber die absoluten Zahlen aus dem Versuch mit orangem Licht bei einer
Leuchtdichte von 300 cd/m2 befindet sich in
Tab. 12.

Tab. 12: 15 min Behandlung mit orangem Licht bei 300 cd/m?

Versuch 1 2 3

Kontrolle 15 min Kontrolle 15 min Kontrolle | 15 min
Zellzahl 386250 412500 | 294375 271875 | 204375 | 238125
Stoffwechsel- 23165,75 | 24606,5 | 23475,25 | 23582,5 | 23647 24024,75
aktivitat pro Kavitat
Stoffwechsel- 0,0599 0,0597 0,0798 0,0867 0,1157 0,1009
aktivitat pro Zelle
Morphologie Keine Veranderungen | Keine Veranderungen | Keine Veranderungen
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Die ausfuhrliche Tabelle zu diesem Versuch befindet sich in Anhang 10.

Das orange Licht zeigt kaum Veranderung, weder im positiven noch im negativen Bereich.
Dies kann an der geringen Leuchtdichte liegen, als auch an der Zelllinie. Die HaCaTs
kénnten nicht sensibel genug fir diesen Spektralbereich sein. Ein Vergleich mit einer

anderen Zelllinie und den gleichen Versuchsparametern sollte Aufschluss dartber bringen.
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6.4 WarmweilRe OLED

Die Keratinozyten wurden auch mit warmwei3em Licht mit einer Leuchtdichte von 300 cd/mz

beleuchtet. Aufnahmen der Zellmorphologie sind in Tab. 13 zu finden.

Tab. 13: lichtmikroskopische Aufnahmen der Wachstumsflache (Ausschnitte) vor und nach der Beleuchtung
(warmweifl3e OLED, 300 cd/m?)

15 min blaues Licht

Kontrolle

vorher

nachher

In Tab. 14 befinden sich die absoluten Zahlen zum Versuch mit warmweifRem Licht bei 300
cd/m2.

Tab. 14: 15 min Behandlung mit warmweiRem Licht bei 300 cd/m?

Versuch 1 2 3

Kontrolle 15 min Kontrolle 15 min Kontrolle | 15 min
Zellzahl 331562,5 | 301250 207187,5 | 205312,5 | 290000 309375
Stoffwechsel- 17332,5 17196,25 | 19750,25 | 20880,25 | 24075,25 | 25466
aktivitat pro Kavitat
Stoffwechsel- 0,0523 0,0571 0,0953 0,1017 0,0830 0,0823
aktivitat pro Zelle
Morphologie Keine Veranderungen | Keine Veranderungen | Keine Veranderungen

Die ausfuhrliche Tabelle zu den Versuchen befindet sich in Anhang 11.
In Tab. 15 sind die Aufnahmen der Zellmorphologie bei warmweiem Licht mit einer
Leuchtdichte von 1000 cd/m?2 zu finden.
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Tab. 15: lichtmikroskopische Aufnahmen der Wachstumsflache (Ausschnitte) vor und nach der Beleuchtung
(warmweil3e OLED, 1000 cd/m?)

vorher

nachher

15 min blaues Licht

In Tab. 16 werden die absoluten Zahlen aus dem Versuch mit warmweif3em Licht bei 1000

cd/mz2,

Tab. 16: 15 min Behandlung mit warmweiRem Licht bei 1000 cd/m?

Versuch 1 2 3

Kontrolle 15 min Kontrolle 15 min Kontrolle | 15 min
Zellzahl 317187,5 | 302500 176875 194375 207812,5 | 270937,5
Stoffwechsel- 25233,25 | 24630,25 | 22747,5 22834 22957,75 | 21868,25
aktivitat pro Kavitéat
Stoffwechsel- 0,0796 0,0814 0,1286 0,1175 0,1105 0,1279
aktivitat pro Zelle
Morphologie Keine Veranderungen | Keine Veranderungen | Keine Veranderungen

Die Versuchstabelle befindet sich in Anhang 12.

Das warmweile Licht enthalt einen hohen Rot-Orange-Anteil. Die Ergebnisse des

warmweil3en Lichtes weisen eine geringe bis gar keine Veréanderung auf. Diese Ergebnisse

stlitzen das Ergebnis des orangen Lichtes, dass die HaCaTs auf oranges bzw. rotes Licht

nicht reagieren. Allerdings weist das warmweif3e Licht bei einer Leuchtdichte von 1000 cd/m?2

eine hohere Stoffwechselsteigerung pro Zelle auf. Dies wirde auf eine zu geringe

Leuchtdichte hinweisen.
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6.5 KaltweiRe OLED

Zu guter Letzt wurden die Keratinozyten auch mit kaltweil3em Licht beleuchtet. In Tab. 17

sind zellmorphologische Ausschnitte der Beleuchtung mit kaltweiBem Licht bei einer

Intensitat von 300 cd/mz.

Tab. 17: lichtmikroskopische Aufnahmen der Wachstumsflache (Ausschnitte) vor und nach der Beleuchtung
(kaltweil3e OLED, 300 cd/m?)

vorher

nachher

Kontrolle

15 min blaues Licht

Tab. 18 gibt die absoluten Zahlen des Versuchs mit kaltwei3em Licht bei einer Leuchtdichte

von 300 cd/m2 wieder.

Tab. 18: 15 min Behandlung mit kaltwei3em Licht bei 300 cd/m?

Versuch 1 2 3

Kontrolle 15 min Kontrolle 15 min Kontrolle | 15 min
Zellzahl 290000 288437,5 | 220625 220625 | 102500 | 108750
Stoffwechsel- 17098,75 | 17045,75 | 19868,5 19661,5 | 13375 13117,5
aktivitat pro Kavitat
Stoffwechsel- 0,0590 0,0591 0,0901 0,0891 0,1305 0,1206

aktivitat pro Zelle

Morphologie

Keine Veranderungen

Keine Veranderungen

Keine Veranderungen

Die Versuchstabelle befindet sich in Anhang 13.
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Tab. 19 zeigt den Vergleich der Zellmorphologie vor und nach der Beleuchtung mit 1000

cd/m2,

Tab. 19: lichtmikroskopische Aufnahmen der Wachstumsflache (Ausschnitte) vor und nach der Beleuchtung
(kaltweif3e OLED, 1000 cd/m?)

vorher

nachher

Kontrolle

15 min blaues Licht

In Tab. 20 befinden sich die absoluten Zahlen des Versuchs mit kaltweil3em Licht bei einer
Leuchtdichte von 1000 cd/m2.

Tab. 20: 15 min Behandlung mit kaltweiRem Licht bei 1000 cd/m?

Versuch 1 2 3

Kontrolle 15 min Kontrolle 15 min Kontrolle | 15 min
Zellzahl 366562,5 | 328750 | 141875 162187,5 | 177500 | 176875
Stoffwechsel- 23780,25 | 25225,5 | 20656 20113 21186 20488,75
aktivitat pro Kavitéat
Stoffwechsel- 0,0649 0,0767 0,1456 0,1240 0,1194 0,1158

aktivitat pro Zelle

Morphologie

Keine Veranderungen

Keine Veranderungen

Keine Veranderungen

Die entsprechende ausfiihrliche Tabelle befindet sich in Anhang 14.

Tendenzen

sind

auch

beim

kaltweilRen

Licht

sehr

gering.

Eine

Stoffwechselaktivitatssteigerung pro Zelle ist mit der héheren Leuchtdichte zu erkennen. Das

unterstreicht die Vermutung, dass die Leuchtdichte zu gering ist.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

Die Versuche sollten einen ersten Uberblick verschaffen, um Tendenzen abzuschatzen und
weitere tiefergehende Versuche zu planen. In jedem Fall reagieren die Zellen auf das Licht.
Zu erkennen ist, dass die HaCaTs mehr im blauen bis griinen Bereich Reaktionen zeigen.
Um genaue Unterschiede festzulegen, ist der Stoffwechseltest mit Resazurin zu grob.
Gezielte Versuche mit einem intrazellularen Stoffwechseltest, z.B. mit einem ATP-Assay,
koénnen einen tieferen und genaueren Einblick gewahren.

Aulerdem scheinen die Leuchtdichten sehr gering zu sein fir eine Reaktion. Daher kdénnte
eine Versuchsreihe mit mehreren Leuchtdichten, auch tber 1000 cd/m2, hilfreich sein, um
eine geeignete Leuchtdichte zu ermitteln. Fir den Leuchtdichteversuch eignet sich das grtine
Licht, da die Zellen hier schon bei geringer Leuchtdichte reagieren.

Eine weitere Mdglichkeit, um andere Ergebnisse zu erhalten, ist die Versuchsdauer. Diese
konnte verlangert werden, indem die Zellen stiindlich 10-15 min beleuchtet werden.

Die HaCaTs stellen ein Modell der oberen Hautschicht dar. Zudem sind die HaCaTs recht
robust. Daher konnten die Versuche mit anderen Zelllinien wiederholt werden, z.B. mit
Fibroblasten (Bindegewebszellen) oder T-Zellen (Leukozyten).

Fur eine Spezifikation des Anwendungsbereiches scheint es noch zu friih. Allerdings sollte
einer Anwendung in der Medizin nichts im Wege stehen. Vielversprechend ist das griine
Licht, welches in der Humanmedizin nicht eingesetzt wird. Weitere Versuche mit griinem
Licht kbnnen einen Anwendungsbereich spezifizieren.

Ein Vorteil bieten auch die flexiblen OLEDSs, da diese in der Wundheilung als Wundauflage
dienen konnen. Mit anderen Bereichen kombiniert, wie z.B. dem Gleichstrom, kann die

Heilung gefordert werden.



Literaturverzeichnis IX

Literaturverzeichnis

[1] ScHREIL, Manfred: Erzeugung grof3flachiger Leuchtdioden in einem vertikalen In-Line-
Bedampfungssystem. Dresden, Technische Universitdt Dresden, Institut fir

Angewandte Photophysik. Dissertation. 2004
[2] Norm DIN 5033-3. 07.1992. Farbmessung; Farbmasszahlen

[3] WALLER, Christoph: Long life for art - Schutz fiir wertvolles Gut — Uberpriifungsdatum
2015-02-09

[4] HALLER, Hauke: Grundlagen - Definitionen LED-INFO: Das Leuchtdioden-Portal. URL
http://www.led-info.de/grundlagen/definitionen.html — Uberprifungsdatum 2015-02-09

[5] PUCHNER, Ronny: Licht und Farbe < Physik < Grundlagen < Fotoschule;. URL
http://www.puchner.org/Fotografie/technik/physik/licht.htm. —  Aktualisierungsdatum:
2012-12-18 — Uberprufungsdatum 2015-02-10

[6] OHTA, Noboru ; ROBERTSON, Alan R.: Colorimetry : Fundamentals and applications.
Chichester, West Sussex, England, Hoboken, NJ, USA : J. Wiley, 2005

[7] Farbmetrik. URL http://cmyktastic.ch/lithografie/farometrik/ — Uberprifungsdatum 2015-
01-06

[8] Farbwirkungen im Tagesverlauf - Fotografieren in der Praxis - Prophoto Online. URL
http://www.prophoto-online.de/fotopraxis/farbwirkungen-im-tagesverlauf-10000460 -
Uberprufungsdatum 2015-02-17

[9] KRAUSE, Rolfdieter ; STANGE, Rainer: Lichttherapie. Berlin, Heidelberg : Springer Berlin
Heidelberg, 2012 (SpringerLink : Blicher)

[10] HILDEBRANDT, Gunther ; LEHOFER, Michael ; MOSER, Maximilian: Chronobiologie und
Chronomedizin : Biologische Rhythmen ; medizinische Konsequenzen. Stuttgart :
Hippokrates, 1998 (Lernen & fortbilden)

[11] DiPL.-ING. RICHTER, HaJdo: Gesundes Wohnklima : Lichtemotionen; Tageslichtnutzung;
Beleuchtung. Stuttgart, 18.07.2006. URL
http:/mww.bubw.de/PDF_Dateien/News/2006/07_Juli/Vortrag_Richter.pdf?lvi= -
Uberprufungsdatum 2015-01-19

[12] RIEGENS: Dynamische Beleuchtung. URL http://riegens.de/katalog/dynamische-
beleuchtung — Uberprifungsdatum 2015-02-17

[13] KurRz, Sabine: Schichtarbeit - leben gegen die innere Uhr. URL
http://www.bvpraevention.de/cms/index.asp?inst=bvpg&snr=9136. -
Aktualisierungsdatum: 2012-11-27 — Uberpriifungsdatum 2015-01-18



Literaturverzeichnis X

[14] WATERHOUSE, James M. ; MINORS, David S. ; WATERHOUSE, Maureen E.: Die innere Uhr
: Mit ihr leben - und nicht gegen sie. Bern, Goéttingen, Toronto, Seattle : Huber, 1992

[15] PoscH, Thomas ; HOLKER, Franz ; FREYHOFF, Anja ; UHLMANN, Thomas: Das Ende der
Nacht : Lichtsmog: Gefahren- Perspektiven- LOcesungen. 2. Auflage. Weinheim : Wiley-
VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, 2013

[16] LINDL, Toni: Zell- und Gewebekultur : Einfuhrung in die Grundlagen sowie ausgewahite
Methoden und Anwendungen. 5., Uberarb. und erw. Aufl. Heidelberg, Berlin : Spektrum,
Akad. Verl., 2002

[17] ScHMITZ, Sabine: Der Experimentator: Zellkultur. 2. Aufl. Heidelberg : Spektrum, Akad.
Verl., 2009

[18] DIPL.-PHARM. KURSCHNER, Ute: Untersuchungen zur Toxizitat und Biotransformation an
der humanen Keratinozytenzelllinie HaCaT. Halle/Saale, Martin-Luther-Universitat Halle
Wittenberg, Naturwissenschaftliche Fakultdt 1. Dissertation. 2007-11-19. URL
http://sundoc.bibliothek.uni-halle.de/diss-online/07/08H301/prom.pdf -
Uberprufungsdatum 2015-02-23

[191 CLS CeELL LINES SERVICE GwMmBH: HaCaT. URL  http://www.cell-lines-
service.de/content/e3969/e4490/e4557/index_ger.html — Uberpriifungsdatum 2015-03-
02

[20] KoRrs, Christian: Regulation der Freisetzung von SCF aus proliferierenden versus
differenzierenden Keratinozyten/HaCaT. Berlin, Medizinischen Fakultat der Charité —
Universitatsmedizin  Berlin.  Dissertation.  2006-07-05. URL  http://edoc.hu-
berlin.de/dissertationen/kors-christian-2006-07-05/HTML/front.html -
Uberprufungsdatum 2015-01-08

[21] ANNA KARUTZ: Ermittlung des Einflusses der Nanophotonentechnologie auf in vitro-
Zellkulturen. Zittau, Internationales Hochschulinstitut Zittau, Biotechnologie und
Angewandte Okologie. Masterarbeit. 2012



Anhang Xl

Anhang

ANNANG L. Xl
Y o] 0= T T RS Xl
Y o] = T T T RS XIV
Y o] = T T PSSR XV
F Y o] g = T T TR RS XVI
Y o] = T To T G S XVII
ANNANG 7. XVIII
ANNANG 8. XIX
ANNANG .. XX
ANNANG L0 XXI
Y o] = T Vo T 5 SR XXII
F Y o] = T To T SR XXIII
Y o] = T T T PSR XXIV
F Y o] = T T T SR XXV

Y o] =TT T SR XXVI



Anhang

Xl

Anhang 1
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Abb. 31: charakterisierende Grafiken zur blauen OLED
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Abb. 32:charakterisierende Grafiken zur grinen OLED
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Stromdichte [mA/cm?]

Leuchtdichte [cdAn’) Leuchtdichte [cd/m?]

Stromeffizienz [cd/A]

orange OLED

10° a) Stromdichte in Abhéngigkeit zur Spannung
10' !
10° | 8
10" a
107
10°
10.4
10°
10-5 T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
Spannung [V]
10° -, b) Leuchtdichte in Abh&ngigkeit zur Spannung
10
10°
10°
10' T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
Spannung [V]
1000 c) Leuchtdichte in Abhéngigkeit zum Strom
800 |
[ ]
- /
-
400 |
-
200 /
P
0 "
T T T
0,0 0,1 02 03
Strom [A]
50 d) Stromeffizienz in Abhéngigkeit zur Leuchtdichte
40
30 |
e
20 J| [ /. \.\.
/

10 100 1000
Leuchtdichte [cd/m?]

Abb. 33: charakterisierende Grafiken zur orangen OLED
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Abb. 34: charakterisierende Grafiken zur warmweil3en OLED

warmweilde OLED
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Leuchtdichte [cd/m?] Leuchtdichte [cd/m?] Stromdichte [mA/cm?]

Stromeffizienz [cd/A]

10° 4

kaltweilde OLED

a) Stromdichte in Abhangigkeit zur Spannung

10°

T T T T T T T

2 4 6 8 10 12 14
Spannung [V]

b) Leuchtdichte in Abhéngigkeit zur Spannung

2000 -

1500

1000 -

500 -

Spannung [V]
c) Leuchtdichte in Abhéngigkeit zum Strom

45
40
35
30

0,1 02 03
Strom [A]

d) Stromeffizienz in Abhéngigkeit zur Leuchtdichte

25
20 4
16 4
104

5

160 10‘00 10600
Leuchtdichte [cdim?]

Abb. 35: charakterisierende Grafiken zur kaltweiRen OLED
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Anhang 6

Tab. 21: bendtigte Volumina zu den entsprechenden FlaschengroRRen
Zellkulturflasche nach Wachstumsflache | 25 cm? | 75 cm?
Volumen Medium 5ml 15 ml
Volumen Puffer 2ml 6 ml
Volumen Trypsin 1 mi 3 ml
Tab. 22: Zusammensetzung der bendétigten HaCaT-Ldsungen

Lésungen Keratinozyten (HaCaT)

Puffer 5 % EDTA in DBPS

Trypsinlésung 2 % Trypsin, 2,5 % EDTA in DPBS
Nahrmedium 1 % Natriumpyruvat, 2 % NaHCO3,

2% L-Glutamin, 10% FCS, 10 % DMEM

in Aqua dest.
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Anhang 7

Abb. 36: Versuchstabelle fiir die Versuche mit blauem Licht bei 300 cd/m?2




_— Versuchsaufbau nach Arbeitsanweisung
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Abb. 37: Versuchstabelle fiir die Versuche mit griinem Licht bei 300 cd/m?




Abb. 38: Versuchstabelle fiir die Versuche mit griinem Licht bei 1000 cd/m?2

00
=
3.
2|1
[
3
<
5]
I
&
o
2
<
&2
[=}
©
= c
s o
© .%
Q

= s(<
© mm
n

< | S
] cl=
2le8le
& =|0o
v | s
> N|»n




_—_— Versuchsaufbau nach Arbeitsanweisung
N orange
_—_— Zellkonzentration 5*10M
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Abb. 39: Versuchstabelle fiir die Versuche mit orangem Licht bei 300 cd/m?
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Anhang 11
Farbe warmweif}
zellkonzentration [ s*aona[ |
[strominmal |
Resazurin-Assay Zellzahl
blank Kontrolle 15min Kontrolle resuspendiertes Medium Zellzahl pro Well
3038 20493 20007 140 1 350000
3025 20196 19848 146 1 365000
3046 20597 20710 125 1 312500
3125 20278 20454 130 1 325000
121 1 302500
Mittelwert 3058,5 20391 20254,75 133 1 332500
Standardab 45,1700491 185,861956 397,399358 135 1 337500
131 1 327500
Mittelwert-blank (Mittelwert) 17332,5 17196,25 Mittelwert 331562,5
Standardabweichung 18579,9581
Abweichung von der Kontrolle in % -0,78609549 warmweif
135 1 337500
104 1 260000
126 1 315000
133 1 332500
115 1 287500
108 1 270000
120 1 300000
123 1 307500
Mittelwert 301250
Standardabweichung 25950,6744
Resazurin-Assay Zellzahl
blank Kontrolle 15min Kontrolle resuspendiertes Medium Zellzahl pro Well
1931 21839 22279 65 1 162500
1948 21498 22848 97 1 242500
1917 21390 22754 105 1 262500
1984 22054 23420 64 1 160000
80 1 200000
Mittelwert 1945 21695,25 22825,25 83 1 207500
Standardab 28,9251909 306,295473  468,22742 67 1 167500
102 1 255000
Mittelwert-blank (Mittelwert) 19750,25 20880,25 Mittelwert 207187,5
Standardabweichung 39438,1933
Abweichung von der Kontrolle in % 5,72144656 warmweif
78 1 195000
88 1 220000
62 1 155000
95 1 237500
63 1 157500
109 1 272500
85 1 212500
77 1 192500
Mittelwert 205312,5
Standardabweichung 36921,3163
Resazurin-Assay Zellzahl
blank Kontrolle 15min Kontrolle resuspendiertes Medium Zellzahl pro Well
1995 26768 27426 122 1 305000
2005 25252 27015 106 1 265000
1993 26025 27257 106 1 265000
2055 26304 28214 110 1 275000
114 1 285000
Mittelwert 2012 26087,25 27478 126 1 315000
Standardab 29,143324 635,588638 518,848083 119 1 297500
125 1 312500
Mittelwert-blank (Mittelwert) 24075,25 25466 Mittelwert 290000
Standardabweichung 19080,4219
Abweichung von der Kontrolle in % 5,77667937 warmweifd
118 1 295000
131 1 327500
123 1 307500
120 1 300000
122 1 305000
120 1 300000
135 1 337500
121 1 302500
Mittelwert 309375
Standardabweichung 14017,2884

Abb. 40: Versuchstabelle fir die Versuche mit warmweil3em Licht bei 300 cd/m?
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_—_— Versuchsaufbau nach Arbeitsanweisung
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Abb. 41: Versuchstabelle fiir die Versuche mit warmwei3em Licht bei 1000 cd/m?
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Anhang 13

Resazurin-Assay

blank Kontrolle
3014 20401
3021 20066
2998 19800
3086 20247
Mittelwert 3029,75 20128,5
Standardab 38,7158452 258,274402

Mittelwert-blank (Mittelwert) 17098,75

Abweichung von der Kontrolle in %

Resazurin-Assay

blank Kontrolle
1923 22345
1915 21992
1917 21595
1968 21265
Mittelwert 1930,75 21799,25
Standardab 25,0649157 469,800223
Mittelwert-blank (Mittelwert) 19868,5
Abweichung von der Kontrolle in %
Resazurin-Assay
blank Kontrolle
1851 15475
1866 15195
1862 15146
1913 15176
Mittelwert 1873 15248
Standardab 27,4104603 152,671761

Mittelwert-blank (Mittelwert) 13375

Abweichung von der Kontrolle in %

Zellzahl

15min Kontrolle
20214 103
19865 107
19975 125
20248 115
127
20075,5 136
185,606214 110
105

17045,75

-0,30996418 kaltweil

118
115
120
124
105
116
105
120
Zellzahl

15min Kontrolle
22008 95
21647 103
21343 66
21371 84
79
21592,25 84
309,258657 102
93

19661,5

-1,04185016 kaltweilR
111
87
75
107
73
94
80
79

Zellzahl

15min Kontrolle
15253 42
14937 72
15010 44
14762 30
37
14990,5 35
203,601735 35
33

13117,5

-1,92523364 kaltweill

yendiertes Medium

[StrominmAl _ |

7o |

resuspendiertes Medium Zellzahl pro Well
1 257500
267500
312500
287500
317500
340000
275000
262500
290000
28090,2563

PR RPRRRR

Mittelwert
Standardabweichung

295000
287500
300000
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288437,5
16295,0098

P RRPRRRPRRRR
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Standardabweichung

resuspendiertes Medium Zellzahl pro Well
1 237500
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197500
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29201,616

PR R RRRR

Mittelwert
Standardabweichung
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87500

1 82500
Mittelwert 102500
Standardabweichung 31174,9098
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Abb. 42: Versuchstabelle fir die Versuche mit kaltweil3em Licht bei 300 cd/m?
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_—_— Versuchsaufbau nach Arbeitsanweisung
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Abb. 43: Versuchstabelle fiir die Versuche mit kaltwei3em Licht bei 1000 cd/m2
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Abb. 36: Datenblatt der Tabola OLED; Verwendung der Tabola T157
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