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2 Abstrakt 

Einleitung Die Haut ist im besonderen Maße oxidativem Stress durch Sonnenbestrahlung ausgesetzt. 

Eine zu lange ultraviolette (UV)- Bestrahlung kann die Radikalkonzentration in der Haut erhöhen, was zu 

Hautschädigungen wie Entzündungen, vorzeitiger Hautalterung und einem Anstieg des Hautkrebsrisikos 

führen kann. In ex vivo Humanhaut-Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Hälfte aller freien 

Radikale durch den sichtbaren (VIS)- und nahinfraroten (NIR)-Spektralbereich der Sonnenstrahlung 

gebildet werden. Jedoch fehlen hierzu In-vivo-Erkenntnisse. 

In dieser Arbeit wurde die spektrale Radikalproduktion ex vivo (Schweine- und Humanhaut) und in vivo 

(Humanhaut) untersucht und in vivo für verschiedene Hauttypen (II, hell) und (IV-V, dunkel) miteinander 

verglichen. Zudem wurden Verfahren zur kutanen Radikaldetektion mittels Spinmarkern (PCA) und 

Spinfallen (PBN) in exzidierter Schweinehaut etabliert und miteinander verglichen. Zusätzlich wurde die 

Dosisabhängigkeit der kutanen Radikalproduktion untersucht. 

Methodik Die in vivo Humanhaut-Untersuchungen sowie die Vergleichsmessungen zwischen in vivo- 

und ex vivo Haut wurden mit der L-Band-Elektronenspinresonanz (ESR) Spektroskopie mit PCA während 

einer simulierten Sonnenbestrahlung im UV-, VIS-NIR- und NIR-Bereich durchgeführt. Die 

Methodenuntersuchungen für PCA und PBN erfolgten mit der X-Band ESR-Spektroskopie an ex vivo 

Schweineohrhaut während UV-NIR- und VIS-NIR-Bestrahlung. 

Ergebnisse Bei simulierter Sonnenbestrahlung induzierte der UV-Bereich in heller Haut die meisten 

Radikale, gefolgt vom VIS- und am wenigsten durch den NIR-Bereich. In dunkler Haut wurden in allen 

Spektralbereichen gleich viele Radikalmengen gefunden. In dunkler Haut wurden, verglichen zur hellen 

Haut, signifikant weniger Radikale im UV-Bereich, aber signifikant mehr Radikale im NIR-Bereich induziert. 

Beim Vergleich heller Hautmodelle untereinander erzeugte in vivo Humanhaut unter Bestrahlung signifikant 

die meisten Radikale, gefolgt von ex vivo Schweinhaut und zuletzt exzidierter Humanhaut. Alle 

Hautmodelle zeigten unter UV- eine höhere Radikalproduktion als unter VIS-NIR-Bestrahlung. Die 

Substanzmenge und Konzentration (PCA, PBN) beeinflusst signifikant die detektierte kutane 

Radikalproduktion. Die für eine maximale Radikaldetektion optimalen Präparationsparameter konnten 

evaluiert und eine Dosisabhängigkeit der Radikalproduktion gezeigt werden. 

Schlussfolgerung Alle Bereiche des Sonnenspektrums (UV, VIS, NIR) induzieren in hellen und 

dunklen Hauttypen freie Radikale. Nach 4-minütiger UV-NIR Bestrahlung zeigte dunkle Haut nur 40 % 

weniger Radikale als helle Haut. In vivo- und ex vivo Haut ist in ihrer Radikalproduktion nicht quantitativ, 

jedoch in ihren Tendenzen miteinander vergleichbar. Bei der Messung mit Spinmarkern oder Spinfallen ist 

es von Bedeutung, die Konzentration und Menge ausreichend hoch zu wählen, um Substanzverarmungen 

und damit eine zu geringe Bestimmung der Radikalmenge (Fehler steigt mit steigender 

Substanzverarmung) zu vermeiden. Beide Messmethoden (PCA, PBN) zeigen in ihren relativen Werten 

und zeitlichen Abhängigkeiten vergleichbare Ergebnisse für die Radikalproduktion in bestrahlter Haut. 
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Abstract 

Introduction The skin is particularly exposed to solar-induced oxidative stress. An excessive exposure 

to ultraviolet (UV) radiation increases the radical concentration, likely inducing skin damage (inflammation, 

tumor progression). Investigations on ex vivo human skin showed that half of all free radicals are induced 

by the visible (VIS) and near infrared (NIR) regions of the solar spectrum. However, in vivo results are 

missing. 

Therefore, the spectral radical production was measured and compared ex vivo (porcine and human skin) 

and in vivo (human skin). Different skin types (II, fair) and (IV-V, dark) were compared in vivo. Methods for 

the detection of the radical production in excised skin with spin marker (PCA) and spin trap (PBN) were 

established and compared. Also the dose dependence of the cutaneous radical production was 

investigated. 

Methods The investigations on human skin in vivo, the comparative measurements between in vivo 

and ex vivo skin, respectively were performed using L-band electron paramagnetic resonance (ESR) 

spectroscopy during simulated solar irradiation in the UV, VIS-NIR and NIR regions. The methods for PCA 

and PBN were investigated using X-band EPR spectroscopy on excised porcine skin during UV-NIR and 

VIS-NIR irradiation. 

Results In fair skin most radicals were induced in the UV followed by the VIS and finally by the NIR 

region during simulated solar irradiation. In dark skin all spectral regions induced the same radical amount. 

In darker skin the radical amount was significantly lower in the UV, and significantly higher in the NIR region 

compared to fair skin.  

In vivo human skin (II) showed the highest amount of irradiation-induced radicals, followed by excised 

porcine- and finally excised human skin. The amount and concentration of PCA and PBN significantly 

influence the cutaneous radical production. Optimal preparation parameters and an irradiation dose-

dependent radical production could be found. 

Conclusion The whole solar spectrum induces free radicals in fair and dark skin types. Dark skin 

showed a 40% decreased radical amount than fair skin (4 min UV-NIR). The in vivo and ex vivo cutaneous 

radical production is not quantitative comparable but shows comparable trends. For spin marker and spin 

trap measurements a sufficiently high concentration should be used to avoid substance depletion and a 

misinterpretation of the radical amounts. Both measurement methods (PCA, PBN) show comparable results 

in their relative values and time dependencies of the radical production in irradiated skin.  

  

5 



 
 

3 Einführung  

Die Haut stellt eine Barriere dar, die das Körperinnere vor externen Einflüssen wie pathogenen 

und oxidativen Stressfaktoren schützt. Während dieser Funktion ist sie täglicher 

Sonnenbestrahlung ausgesetzt, die sich auf Meereshöhe aus 6 % ultravioletter (UVB, 280-320 

nm und UVA 320-400 nm), 52 % sichtbarer (VIS, 400-700 nm) und 42 % infraroter (IR, 700 nm-

1 mm) Strahlung zusammensetzt [1]. 

Eine moderate Sonnenbestrahlung ist für unsere Gesundheit unerlässlich, im Besonderen wird 

die UVB-Strahlung für die Vitamin-D-Synthese benötigt [2]. Eine exzessive Sonnenexposition 

kann jedoch zu einem Erythem (Sonnenbrand), Hautschäden und der Entstehung von freien 

Radikalen führen [3]. Freie Radikale werden im Körper für die Regulierung physiologischer 

Prozesse wie zum Beispiel der Zellkommunikation und des Signaltransportes benötigt [4]. Eine 

zu hohe Anzahl an freien Radikalen kann jedoch in der Haut zu oxidativem Stress und 

Hautschädigungen [5] wie Entzündungen [6] und frühzeitiger Hautalterung [7] führen und im 

schlimmsten Fall die Entstehung von Hautkrebs begünstigen [8, 9]. Die Messung freier Radikale 

ermöglicht es dementsprechend, auf die Stärke eines oxidativen Stresses zurückzuschließen. 

Daher ist die Untersuchung freier Radikale in der dermatologischen Forschung von großem 

Interesse. Eine geeignete Messmethode hierfür stellt die Elektronenspinresonanz (ESR)- 

Spektroskopie dar [10]. 

Die Haut ist den negativen Auswirkungen der Sonnenstrahlung jedoch nicht schutzlos 

ausgeliefert, sie verfügt über Melanin, welches die Sonnenstrahlung absorbiert und streut [11]. 

Zudem besitzt die Haut ein komplexes antioxidatives Verteidigungssystem [12, 13], welches 

verschiedene endo- und exogene Antioxidantien wie Enzyme, Vitamine und Carotinoide enthält, 

die freie Radikale abfangen und neutralisieren können [14-16]. Dieses Verteidigungssystem kann 

jedoch bei zu hohen Radikalkonzentrationen aus dem Gleichgewicht geraten, wodurch die 

Entstehung von Hautschäden die Folge sein kann [17]. 

Eine exzessive UV-Exposition wird als ein entscheidender Faktor für die Hautkrebsentstehung 

angesehen [18]. Durch stetig verbesserte Sonnenschutzmittel [19], die im UV-Bereich schützen, 

könnte ein Rückgang von Hautkrebsraten erwartet werden. Jedoch verzeichnet die Statistik 

weltweit jährlich steigende Inzidenzraten für schwarzen und weißen Hautkrebs [20]. Dadurch 

stellt sich die Frage, ob auch die anderen Bereiche der Sonnenstrahlung die Entstehung von 

Hautkrebs begünstigen könnten. Forschungen der letzten Jahre konnten aufzeigen, dass nicht 

nur die UV-Strahlung, sondern jeder Bereich des Sonnenspektrums zur Entstehung von freien 

Radikalen beiträgt [21]. In einer ex vivo Studie konnte festgestellt werden, dass die VIS- und die 

nahinfrarote (NIR, 700- 1400 nm) Sonnenstrahlung 50 % der gesamten Radikallast in humaner 

Haut erzeugt [21]. 
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Sollte sich diese spektrale Radikalverteilung in vivo bestätigen, würde das eine Entwicklung von 

neuen Schutzkonzepten gegen VIS- und NIR-Bestrahlung im Sonnenschutz erforderlich machen. 

Daher war es wichtig, zu untersuchen, ob diese spektrale Radikalverteilung auch in vivo zu 

beobachten ist und ob sie sich für verschiedene Hauttypen unterscheidet. Auch stellte sich die 

Frage, wie vergleichbar ex vivo zu in vivo Untersuchungen der kutanen bestrahlungsinduzierten 

Radikalproduktion sind und welche der ESR-Messmethoden die Radikalproduktion 

vertrauenswürdig nachweist. Mit diesen neuen Fragestellungen beschäftigte sich dieses 

Promotionsvorhaben. 

Zielstellung 

Ex vivo wurde die spektralabhängige Radikalproduktion an hellen Hauttypen (I-III entsprechend 

der Fitzpatrick Skala [22]) umfassend untersucht [21, 23]. Ziel war es, zu untersuchen, wie sich 

die Radikalproduktion in vivo bei verschiedenen Hauttypen während einer qualitativ simulierten 

Sonnenbestrahlung verhält. Hierfür lagen nach unserem Kenntnisstand keine in vivo Daten in 

hellen und dunklen Hauttypen (II und IV-V entsprechend der Fitzpatrick Skala [22]) vor. Ein 

weiteres Ziel war es, die Vergleichbarkeit aus ex vivo [21, 23] zu in vivo Studien für die 

Radikalproduktion in verschiedenen Spektralbereichen zu untersuchen und die 

Einflussparameter zu spezifizieren. Für diese Untersuchungen sollte die L-Band ESR 

Spektroskopie mit dem Spinmarker PCA (3-(Carboxyl)-2,2,5,5-tetramethyl-1-pyrrolidinyloxy) 

eingesetzt werden.  

Um mit der ESR-Spektroskopie unter physiologischen Bedingungen kutane Radikale zu 

detektieren, werden der Spinmarker (PCA) [24, 25] und die Spinfalle (PBN, N-tert-Butyl-a-

phenylnitrone) [21, 26] eingesetzt. Jedoch ist beim Spinmarker PCA nicht auszuschließen, dass 

er auch mit Antioxidantien in bestrahlter Haut reagiert. Beides führt zu einer Abnahme der ESR-

aktiven Spinmarker. Wohingegen mit der Spinfallen-Technik Radikale eindeutig nachgewiesen 

werden können. Jedoch können Spinfallen bei der L-Band ESR Spektroskopie nicht in vivo auf 

der Haut angewendet werden, da die hierfür benötigten Konzentrationen so hoch wären, dass sie 

Hautirritationen hervorrufen könnten [27]. Daher ist es notwendig, zu einem empfindlicheren 

ESR-Verfahren (X-Band) zu wechseln. Jedoch sind bei der X-Band ESR Spektroskopie aufgrund 

der limitierten Probengröße nur Untersuchungen an exzidierter Haut möglich. Mit den ex vivo 

Messungen sollte überprüft werden, ob eine Radikaldetektion mit Spinmarkern und Spinfallen 

vergleichbare Ergebnisse liefert. Auch sollten beide Methoden auf mögliche Fehlerquellen hin 

untersucht werden. Mittels der Vergleichsmessungen zwischen dem Spinmarker PCA und der 

Spinfalle PBN soll überprüft werden, ob mit dem PCA, das auch in vivo angewendet wird, valide 

bestrahlungsinduzierte Radikale nachweisbar sind. 

Neben der Untersuchung der Radikalproduktion in verschiedenen Spektralbereichen sollte auch 

die Abhängigkeit der Radikalproduktion von der Bestrahlungsdosis mit der neu etablierten PCA- 
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Methode am X-Band ESR Spektroskop überprüft werden. Sollte es möglich sein, frühere 

Ergebnisse von Zastrow et al., die an PBN behandelter exzidierter Humanhaut gewonnen wurden 

[28], mit PCA zu bestätigen, wäre das ein weiterer Hinweis dafür, dass die PCA-Methode geeignet 

ist, Radikale zu detektieren. 

4 Methodik  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1: Ablaufdiagramm der durchgeführten Forschungsarbeit, gegliedert nach den ESR-Frequenzen L- und X- 

Band, nach denen die bestrahlungsinduzierte kutane Radikalproduktion in vivo und ex vivo untersucht wurde. 

Die vorliegende Forschungsarbeit gliedert sich in zwei Hauptbereiche, getrennt nach den ESR- 

Frequenzen L- (1-2 GHz) - und X-Band (9-10 GHz), mit denen die kutane bestrahlungsinduzierte 

Radikalproduktion in vivo und ex vivo untersucht wurde. Die Struktur der vorliegenden 

Forschungsarbeit ist in Abbildung 1 als Ablaufdiagramm dargestellt. 

4.1 Prinzip der ESR-Spektroskopie und Radikaldetektion mit Spinmarkern und -fallen 

Die ESR-Spektroskopie ist die einzige Methode, die es ermöglicht, freie Radikale direkt zu 

messen und zu spezifizieren [29]. Hierbei wird ausgenutzt, dass freie Radikale ungepaarte 

Elektronen und dementsprechend einen resultierenden Elektronenspin besitzen [30]. Bei 

Anlegung eines externen Magnetfeldes orientieren sich die Elektronenspins der ungepaarten 

Elektronen mit und entgegengesetzt des externen Magnetfeldes (Promotionspublikation 2, Abb. 

S1). Dadurch kommt es zu einer Aufspaltung des Energieniveaus der Elektronenspins. Bei 

Einstrahlung einer zusätzlichen elektromagnetischen Welle (Mikrowelle), kommt es bei 

übereinstimmender Energie zu einer resonanten Anregung der Elektronenspins vom nieder- auf 

das höherenergetische Energieniveau. Dadurch wird der eingestrahlten Mikrowelle Energie 

entzogen. Diese resonante Mikrowellenabsorption wird im ESR-Gerät gemessen und im ESR-

Spektrum in erster Ableitung dargestellt (Promotionspublikation 2, Abb. S1). [29] 

Die Energien, bei denen eine resonante Mikrowellenabsorption auftritt, werden durch 

verschiedene Faktoren beeinflusst. Neben dem äußeren angelegten Magnetfeld sind hierbei 

L- Band ESR 
PCA 

X- Band ESR 

Methodenetablierung 

Spinmarker 

PCA 

Untersuchung der Radikalbildung in Haut mittels der ESR Spektroskopie 

Methodenetablierung 
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Radikalproduktion in 

vivo abhängig vom 

Hauttyp II und IV-V 

Radikalproduktion in 

in vivo- und ex vivo 

Haut 

Paper 3 Paper 2 Paper 1 
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auch Wechselwirkungsprozesse von benachbarten Atomkernen und Elektronenspins von 

Bedeutung. Dadurch können aus den ESR-Spektren sowohl Informationen zur Anzahl und 

Struktur der Radikale, als auch deren Umgebung (Viskosität, Polarität) gewonnen werden. 

Jedoch ist diese Methode mit hohen technischen Anforderungen verbunden. [10, 30] 

Bei der ESR-Spektroskopie unterscheidet man zwischen verschiedenen Frequenzbändern. 

Typische Frequenzbänder reichen vom L-Band (1-2 GHz), S-Band (3 GHz), X-Band (9-10 GHz), 

K-Band (24 GHz), Q-Band (34 GHz) bis hin zum W-Band (95 GHZ) [31]. Je höher die verwendete 

Frequenz der Mikrowelle ist, je höher ist die Messempfindlichkeit des Systems und je geringer ist 

die erlaubte Probengröße [31]. Durch den Wassergehalt in biologischen Proben kommt es zu 

einer nicht-resonanten Mikrowellenabsorption, die mit steigenden Frequenzen zunimmt. Dadurch 

wird die Mikrowelle geschwächt, was die erlaubte Probengröße limitiert. Während in einem L-

Band noch Probengrößen von einem Unterarmquerschnitt möglich sind, so dass in vivo 

Humanhautmessungen möglich sind, können im X-Band nur noch Proben von wenigen 

Millimetern Größe gemessen werden. Die nicht-resonante Schwächung wirkt sich zusätzlich auf 

die Eindringtiefe der Mikrowelle und damit auf die Hauttiefe aus, in der noch kutane Radikale 

nachgewiesen werden können. Hierbei können beim L-Band Eindringtiefen von ca. 9-33 mm 

erreicht werden, während beim X-Band nur noch Tiefen von ca. 0,5 mm möglich sind. [32] In 

dieser Arbeit wurde die L- und die X-Band ESR Spektroskopie eingesetzt, die verwendeten ESR-

Parameter sind in den beigefügten Publikationen [33-35] einzeln aufgelistet. 

Die meisten Radikale besitzen eine hohe Reaktivität und dementsprechend kurze Lebenszeiten 

[5], was eine direkte Messung unter physiologischen Bedingungen in der Haut verhindert. Als 

Lösung können die Lebenszeiten durch eine Stabilisierung oder Markierung der freien Radikale 

verlängert werden [10].  

Zum Markieren werden sogenannte Spinmarker-Substanzen verwendet; in dieser Arbeit wurde 

der Spinmarker PCA eingesetzt. PCA ist ein stabiles Nitroxidradikal, welches von sich aus ein 

ESR-Signal mit drei charakteristischen Linien liefert (Abbildung 2, a). Tritt das PCA mit einem 

induzierten Hautradikal in Verbindung, wird dieses ESR inaktiv [24]. Hierbei ist der 

Intensitätsabfall des ESR-Spektrums proportional zum Radikalaufkommen, dementsprechend 

könnte auf die Anzahl der induzierten freien Radikale rückgeschlossen werden. Jedoch ist bei 

der Auswertung Vorsicht geboten, da PCA auch mit Antioxidantien in der Haut reagieren könnte, 

wodurch eine Abnahme der PCA Signalintensität nicht nur durch z. B. bestrahlungsinduzierte 

Radikale hervorgerufen werden könnte, was das Messergebnis verfälschen würde. Der 

ausgewählte Spinmarker PCA ist, im Gegensatz zu anderen Spinmarkern, hydrophil und sehr 

reaktionsträge, weshalb eine Reaktion mit z.B. Antioxidantien in der Zelle/Gewebe stark 

vermindert ist. Ein eindeutiger Radikalnachweis geht nur über so genannte Spinfallen, auch 

Spintraps genannt. Sie ermöglichen es, Aussagen über die Art der gebildeten Radikale zu treffen 

[36]. Sie sind von sich aus ESR-inaktiv. Erst nach der Reaktion mit einem freien Radikal bilden 
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sie ein ESR-aktives Radikaladdukt, deren ESR-Spektrum Informationen über die Art des 

stabilisierten Radikals enthält [37]. In dieser Forschungsarbeit wurde die Spinfalle PBN 

verwendet. Die zeitliche Entwicklung der ESR-Spektren ist in Abbildung 2 dargestellt. 

 

Abbildung 2: ESR-Spektrum von a) PCA und b) PBN behandelter ex vivo Schweinehaut unbestrahlt (0 min, schwarze 

Linie) und nach a) 1 min (rote Linie) und b) 10 min (blaue Linie) Bestrahlung mit simulierter Sonnenstrahlung (UVB-

NIR). 

4.2 Bestrahlungsaufbau  

Die Hautproben wurden direkt im ESR-Gerät bestrahlt. Dies ermöglicht die Detektion der 

Radikale zeitgleich zur Bestrahlung und damit höher aufgelöste kinetische Untersuchungen bei 

gleichbleibender Probenposition, verglichen mit einer externen Bestrahlung. Auch können bei der 

in situ Bestrahlung geringere Bestrahlungsenergien verwendet und damit Untersuchungs-

umgebungen, die einer moderaten täglichen solaren Bestrahlung entsprechen (unterhalb einer 

minimalen Erythem Dosis von 30mJ/cm² UVB für Hauttyp II [22]), unter Laborbedingungen 

simuliert werden.  

Für die Bestrahlung wurde ein Sonnensimulator mit einer 150 W Xenon Lampe eingesetzt. Das 

Xenon Lampenspektrum wurde mittels eines optischen Filters (LSZ185 AM0 Filter) auf das AM0-

Sonnenspektrum angepasst. Durch zusätzlich eingesetzte Filter konnten die jeweils benötigten 

Spektralbereiche für die Bestrahlungsexperimente ausgewählt und über verschiedene 

Lichtleitfasern in das ESR-Spektrometer eingekoppelt und direkt auf die Probe ausgerichtet 

werden. Der Sonnensimulator, die Fasern und der Filter stammten von der Firma LOT Oriel 

GmbH & Co. KG, Deutschland. Die in dieser Forschungsarbeit verwendeten Spektralbereiche, 

Bestrahlungsstärken und Strahlungsdosen sind in den beigefügten Publikationen [33-35] 

aufgelistet. 

4.3 Untersuchung der hauttypabhängigen Radikalproduktion in vivo 

In dieser Forschungsarbeit wurde die spektrale Radikalproduktion in vivo an Probenden mit heller 

Haut (Hauttyp II) [33, 35] und dunkler Haut (Hauttyp IV-V) [35] für die Spektralbereiche UV, VIS-

NIR und NIR einzeln untersucht und miteinander verglichen. Hierbei wiesen die dunkelhäutigen 
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Probanden (3,2 ± 0,6)-fach höhere Melaninwerte1 auf als die hellhäutigen Probanden [35]. Für 

die Untersuchung der Radikalproduktion wurde ein weiterentwickeltes L-Band ESR Spektrometer 

(LBM MT 03, Magnettech Berlin, Deutschland) eingesetzt, welches Messungen des oxidativen 

Stresses in vivo während einer simulierten Sonnenbestrahlung ermöglicht [38].  

Die Probanden wurden an den Unterarminnenseiten (40 min inkubiert mit 100 µl einer 0,8 % PCA 

Lösung) im ESR-Gerät erst unbestrahlt und anschließend unter simulierter Sonnenbestrahlung 

an derselben Position gemessen. Aus der Differenzbildung zwischen dem unbestrahlten und dem 

bestrahlten kutanen PCA-Abbau kann auf die bestrahlungsinduzierte Radikalproduktion in der 

Haut zurückgeschlossen werden [33, 35]. Das methodische Vorgehen ist in den ersten beiden 

Promotionspublikationen [33, 35] genauer beschrieben. 

4.4 Untersuchung der Radikalproduktion von in vivo und ex vivo Haut 

Neben der in vivo- (Hauttyp II) und ex vivo Humanhaut (Hauttyp II) wurde exzidierte Schweinehaut 

untersucht [33], da sie oft als Modell zu humaner Haut eingesetzt wird [39]. Die exzidierte Human- 

und Schweinehaut wurde über das Stratum corneum mit 50 µl einer 0,8% PCA Lösung für 20 min 

inkubiert. Die Inkubationsparameter von in vivo Haut (siehe Punkt 4.3) wurden für ex vivo Haut 

so angepasst, dass nach der Inkubation in- und ex vivo die gleiche PCA Startintensität im ESR 

Spektrum vorlag. Die weiteren ESR-Messungen und Bestrahlungen erfolgten ex- und in vivo 

unter den gleichen Bedingungen (siehe Punkt 4.3). Hierbei wurde die Radikalproduktion in- und 

ex vivo unter UV und VIS-NIR Bestrahlung untersucht und miteinander verglichen. Das 

methodische Vorgehen ist in der ersten Promotionspublikation [33] genauer beschrieben. 

4.5 Methodenetablierung zur Radikaldetektion mit Spinmarkern und Spinfallen ex vivo  

Um die bestrahlungsinduzierten Radikale in der Haut mit Spinfallen detektieren zu können, war 

es notwendig, von der bisher eingesetzten L-Band ESR Spektroskopie zu einem empfindlicheren 

ESR-Verfahren und damit zu höheren Frequenzen zu wechseln. Hierfür wurde ein neues X-Band 

ESR System “Elexys E 500” mit einem TMHS Resonator (Bruker Bio Spin GmbH, Deutschland) 

eingesetzt. Zu Beginn erfolgte die Anpassung eines Sonnensimulators auf das neue X-Band ESR 

Gerät. Hierfür wurde eine geeignete Lichtleitfaserhalterung entwickelt, um die Proben während 

der X-Band ESR Messung mit einem simulierten Sonnenspektrum bestrahlen zu können. 

Als Spinmarker kam PCA und als Spinfalle PBN zum Einsatz. PBN weist verglichen zu anderen 

Spinfallen eine geringere Unterscheidbarkeit seiner verschiedenen Radikaladdukte im ESR 

Spektrum auf (Abbildung 2, b). Jedoch fand die Auswahl von PBN statt, da es wegen seiner 

hohen Stabilität der Radikaladdukte (über 60 min, [28]) und seiner Sensitivität für Hydroxyl-, 

Superoxidanion und kohlenstoffzentrierten Radikalen [21] ähnliche Eigenschaften wie PCA 

                                                           
1 Der Melaninwert (relative Einheit von 0-999) wurde an der Unterarminnenseite mit einem Mexameter MX 18 (Courage+Khazaka 

Cologne, Deutschland) gemessen. 
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besitzt. Dadurch eignet sich PBN für Vergleichsmessungen und die Validierung des Spinmarkers 

PCA. Die nachfolgenden Untersuchungen erfolgten an exzidierter Schweineohrhaut.  

Zuerst wurden X-Band ESR Verfahren für die Radikaldetektion mit PCA und PBN etabliert. Das 

umfasste die systematische Untersuchung der Einflussfaktoren der Präparationsparameter der 

Probeninkubation (Temperatur, Substanzkonzentration und Menge) an sechs Schweineohren 

sowie der Berechnungsmethode. Die Hautproben wurden hierfür mit den Spektralbereichen UVB-

NIR und VIS-NIR bestrahlt. Anschließend erfolgte der Vergleich der detektierten 

bestrahlungsinduzierten Radikalproduktion zwischen PCA und PBN behandelter Haut an drei 

Schweineohren im UV- und VIS-NIR Bereich [34]. Nach der Probenpräparation (beschrieben in 

[34]) erfolgte die Messung der Hautproben im Resonator des ESR-Gerätes unter simulierter 

Sonnenbestrahlung. 

Für die Vergleichsmessung der Radikalproduktion zwischen PCA und PBN behandelter Haut 

wurden die als optimal bewerteten Präparationsparameter (Zeit 10 min, Temperatur 32°C, 

Substanzmenge 120 µl, Substanzkonzentration 1,5 und 0,6 mM PCA, 1 M PBN [34]) verwendet. 

Zu jeder bestrahlten ESR-Messung erfolgte die Aufnahme einer unbestrahlten Kontrollmessung 

unter jeweils gleichen Präparations- und Messbedingungen. Die Anzahl der bestrahlungs-

induzierten kutanen Radikalproduktion bei PCA ergibt sich aus der Differenz zwischen der 

unbestrahlten und der bestrahlten Messung. Für ESR-Messungen mit PBN war eine 

Differenzbildung nicht nötig, da PBN behandelte Haut im ESR-Spektrum unbestrahlt nur ein 

Rauschen zeigt (Abbildung 2, b). Die Hautpräparation, Bestrahlung und angewendeten 

Berechnungsmethoden sind in der dritten Promotionspublikation [34] detailliert beschrieben. 

4.6 Berechnung und Statistik 

Für die statistische Auswertung der Signifikanzen (***p ≤ 0,001, **p ≤ 0,01, *p ≤ 0,05) wurden die 

Verfahren: „Generalized estimating equations (GEE) Test“, „Mann-Whitney U-test for non-related 

samples“ und „Wilcoxon signed-rank test“ mittels der Software SPSS Statistics Version 22 von 

IBM, USA, verwendet. Der GEE-Test wurde hierbei eingesetzt, um die Signifikanz der 

Radikalproduktion über den gesamten Messzeitraum zu bestimmen, während die anderen beiden 

Tests zur Bestimmung der Signifikanz innerhalb eines bestimmten Messzeitpunktes verwendet 

wurden. Hinsichtlich der Journalvorgaben sind in den Promotionspublikationen [33, 34] die rohen 

p-Werte und in [35] die mit der Benjamini-Hochberg (BH) -Methode korrigierten p-Werte 

angegeben. Die Funktionsbestimmung der Kinetiken der Radikalproduktionen wurde mit der 

Software OriginPro 8.5.G (OriginLab Corporation, USA) berechnet. Die weiteren 

Berechnungsverfahren sowie die einzelnen Probandenzahlen sind in den drei 

Promotionspublikationen [33-35] aufgeführt. 
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5 Ergebnisse  

5.1 Untersuchung der Radikalproduktion von In- und Ex-vivo-Hautmodellen 

Das bestrahlungsinduzierte Radikalaufkommen unterschied sich zwischen in- und ex vivo Haut. 

Hierbei zeigte unter simulierter UV- und VIS-NIR-Bestrahlung in vivo Humanhaut (Hauttyp II) das 

höchste Radikalaufkommen, gefolgt von exzidierter Schweinehaut und mit der geringsten 

Radikalproduktion ex vivo Humanhaut (Hauttyp II). In vivo Humanhaut zeigte signifikante 

Unterschiede in der Radikalproduktion zu den beiden ex vivo Hautmodellen, während sich die 

Radikalproduktion zwischen den beiden ex vivo Hautmodellen nicht signifikant unterschied (1, 

Abb. 2 und 3). Der Vergleich zwischen in vivo- und ex vivo Hautmodellen zeigte, dass die 

Verhältnisse zwischen den Radikalproduktionen je nach verwendetem Spektralbereich (bei 4 min 

UV- und 10 min VIS-NIR- Bestrahlung) variieren. Ex vivo Humanhaut zeigte hierbei unter UV- 

eine 3,5-fach und unter VIS-NIR eine 2-fach geringere Radikalproduktion im Vergleich zu in vivo 

Humanhaut. Während exzidierte Schweinehaut unter UV- eine 2,8-fach und unter VIS-NIR-

Bestrahlung eine 1,5-fach geringere Radikalproduktion als in vivo Humanhaut (Hauttyp II) zeigte. 

[33] 

5.2 Untersuchung der hauttypabhängigen Radikalproduktion in vivo 

In unbestrahlter Haut war das Startsignal von PCA direkt nach der Inkubation dreifach höher in 

dunkler als in heller Haut. Zudem zeigte sich in unbestrahlter dunkler Haut ein ca. doppelt so 

schneller PCA Abbau verglichen zu heller Haut (2, Abb. 1). [35] 

Die Bestrahlungsexperimente zeigten, dass alle spektralen Bereiche der simulierten 

Sonnenstrahlung in hellen- und dunklen Hauttypen freie Radikale induzierten (2, Abb. 3). Hierbei 

unterschieden sich die Hauttypen in ihrem Ansprechverhalten. In heller Haut (Hauttyp II) wurden 

die meisten freien Radikale signifikant durch den UV-, gefolgt vom VIS- und anschließend dem 

NIR-Bereich induziert (1, Abb. 1 a). Im Gegensatz zu hellen Hauttypen induzierten alle 

Spektralbereiche UV, VIS und NIR in dunklen Hauttypen vergleichbare Radikalmengen (2, Abb. 

4). Im direkten Vergleich zwischen den Hauttypen ist zu erkennen, dass in dunkler Haut während 

einer UV-Bestrahlung signifikant weniger Radikale induziert wurden als in heller Haut (2, Abb. 3, 

a), während bei einer NIR Bestrahlung signifikant mehr Radikale in dunkler Haut als in heller Haut 

induziert wurden (2, Abb. 3, c) [35]. Die relativen Verhältnisse der bestrahlungsinduzierten 

Radikalproduktion zwischen den einzelnen Spektralbereichen und Hauttypen (2, Abb. 4) sind in 

der Tabelle 1 zusammengefasst.  
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Verhältnis der Radikalproduktion UV : VIS : NIR 

Hauttyp II 2,4 > 1 > 0,4 
Hauttyp IV-V 1 ≈ 1 ≈ 1 

 Hauttyp II : Hauttyp IV-V 

UV 3 > 1 
VIS 1 ≈ 1 
NIR* 1 < 2,6 

Tabelle 1: Verhältnisse der bestrahlungsinduzierten Radikalproduktion zwischen den einzelnen Spektralbereichen und 

den einzelnen Hauttypen II [33] und IV-V  [35] nach 4 min (*6min) Bestrahlung (2, Abb. 4). Zum Vergleich der 

Radikalproduktionen zwischen den einzelnen Spektralbereichen (oberer Teil der Tabelle) wurden die 

Radikalproduktionen auf die Radikalmenge vom VIS Bereich des zugehörigen Hauttyps normiert.    

5.3 Methodenetablierung zur Radikaldetektion mit Spinmarkern und Spinfallen ex vivo  

Für die weiteren Untersuchungen der Vergleichbarkeit von Spinmarker- und Spinfallen-

Substanzen wurde das ex vivo Hautmodell Schweineohrhaut verwendet und mit der X-Band ESR 

Spektroskopie untersucht. 

Einfluss der Präparationsparameter auf die Untersuchungsergebnisse der 

Radikalproduktion 

Die Untersuchungen zeigten, dass Präparationsparameter, wie die verwendete Konzentration 

und Substanzmenge, die detektierbare bestrahlungsinduzierte Radikalproduktion signifikant 

beeinflussten. Hierbei wurde bei gleicher Bestrahlung und Substanzkonzentration mit steigenden 

PCA (von 40- zu 120 µl) und PBN (von 40-, 80- zu 120µl) Substanzmengen ein signifikanter 

Anstieg der gemessenen Radikalproduktion detektiert (3, Abb. 4). [34] 

Mit Erhöhung der Substanzkonzentration bei gleichbleibender Substanzmenge und Bestrahlung 

konnte bei PCA ein Anstieg der Radikalproduktion detektiert werden (3, Abb. 2, a). Dieser Effekt 

war in allen Konzentrations- und Bestrahlungsbereichen (außer zwischen 0,6- 1,5 mM, VIS-NIR) 

signifikant. Alle Konzentrationsbereiche zeigten bei PCA behandelter Haut signifikant mehr 

Radikale nach einer UVB-NIR- als nach einer VIS-NIR-Bestrahlung an. Jedoch unterschieden 

sich die Verhältnisse der detektierten Radikalproduktionen zueinander: Im UVB-NIR-Bereich 

wurden in Haut bei einer Substanzkonzentration von 0,1 mM PCA 3,5 ± 0,5, bei 0,6 mM PCA 6 ± 

1 und bei 1,5 mM 8 ± 2  mehr Radikale als im VIS-NIR-Bereich detektiert [34]. Bei PBN zeigte 

sich ein signifikanter Anstieg der detektierten Radikalproduktion bei einer Substanzkonzentration 

von 0,8 zu 1 M. Eine Erhöhung der Konzentration über 1 M wirkte sich bei PBN nicht signifikant 

auf das Messergebnis aus (3, Abb. 3). Eine Variation der Inkubationstemperatur zwischen 22°C 

und 37°C zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die detektierte Radikalproduktion in PCA oder 

PBN behandelter bestrahlter Haut (Daten nicht gezeigt) [34]. 

  

14 



 
 

Einfluss der Bestrahlungsdosis auf die Radikalproduktion 

Bei einer UVA-Bestrahlung mit verschiedenen Bestrahlungsstärken (0,1 bis 1,06 mW/cm²) wies 

die kumulative Radikalproduktion, über die Bestrahlungsdosis aufgetragen, vergleichbare 

Kurvenverläufe auf (3, Abb. 5). [34] 

Vergleich der Radikalproduktion zwischen PCA und PBN behandelter ex vivo Haut  

Bei beiden Detektionsverfahren wurden jeweils in PCA und PBN behandelter ex vivo 

Schweinehaut signifikant mehr Radikale während einer UVB-UVA- als bei einer VIS-NIR-

Bestrahlung detektiert (3, Abb. 6, a PCA, b PBN). Hierbei wurden bei beiden Methoden ab 9,8 

Minuten Bestrahlung vergleichbare Anteile in der Radikalproduktion (80% im UV und 20% im VIS-

NIR Bereich) nachgewiesen (3, Abb. 7). Die Kurvenverläufe von UVB-UVA bestrahlter exzidierter 

Schweinehaut zeigten in beiden Methoden jeweils monoexponentielle Verläufe, während die 

Radikalproduktion bei der PBN behandelten Haut ein stärkeres Abflachen als bei PCA aufweist 

(3, Abb. 6). Unter VIS-NIR-Bestrahlung zeigten beide Methoden lineare Verläufe der 

Radikalproduktion. [34] 

6 Diskussion  

6.1 Untersuchung der Radikalproduktion von in vivo und ex vivo Haut 

Humane Haut in vivo zeigte signifikant höhere Radikalmengen unter UV- und VIS-NIR- 

Bestrahlung als die beiden ex vivo Hautmodelle Schweine- und Humanhaut (1, Abb. 2, 3). Dies 

entspricht den Ergebnissen einer früheren Humanhaut-Studie. Hier wurde eine höhere 

Radikalproduktion in UV-bestrahlter Haut in vivo - verglichen zu ex vivo - festgestellt [16]. Dies 

könnte mit dem Sauerstoffgehalt in der Haut zusammenhängen. In vivo Haut enthält ausreichend 

Sauerstoff. Dieser wird für die Bildung von Sauerstoffradikalen benötigt. Jedoch verarmt der 

Sauerstoffgehalt in der Haut innerhalb von Minuten nach der Exzision [16]. Aus logistischen 

Gründen konnten die ex vivo Hautmodelle nicht direkt nach der Entnahme gemessen werden. 

Die ESR-Messungen erfolgten innerhalb von Stunden nach der Exzision. Dementsprechend kann 

von einer Sauerstoffverarmung und einem geringeren Metabolismus ausgegangen werden, was 

die geringeren Radikalproduktionen von ex vivo- im Vergleich zu in vivo Haut erklären könnte. 

[33] 

Von beiden ex vivo Hautmodellen zeigt Humanhaut das geringere Radikalaufkommen unter 

simulierter Sonnenbestrahlung verglichen zu Schweinehaut. Eigene Messungen zeigten, dass 

Humanhaut mehr Melanin als Schweinehaut (gering bis kein Melanin) besitzt (Daten nicht 

veröffentlicht). Durch den höheren Melaningehalt ist die ex vivo Humanhaut besser gegen die 

radikalinduzierende Wirkung von UV-Strahlung geschützt [40]. Ein weiterer wichtiger Bestandteil 

neben dem Melanin sind die Carotinoide im antioxidativen Schutzsystem der Haut, welches für 

die Neutralisierung von freien Radikalen verantwortlich ist [41, 42]. Humane Haut besitzt eine 
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höhere Menge an Carotinoiden als Schweinehaut (keine Carotinoide) [43]. Dies könnte die 

bessere Schutzwirkung und damit die geringere Radikalproduktion in exzidierter humaner Haut, 

verglichen zu Schweinehaut, bei einer VIS-NIR Bestrahlung erklären. [33] 

Die Ergebnisse zeigen, dass Bestrahlungsmessungen an in vivo- und ex vivo Haut nur 

eingeschränkt miteinander vergleichbar sind. Hier muss die höhere Radikalproduktion in vivo und 

veränderliche Verhältnisse der Radikalproduktion bei verschiedenen Spektralbereichen zwischen 

den Hautmodellen berücksichtigt werden. Jedoch zeigen alle Hautmodelle in vivo und ex vivo 

gleiche Tendenzen in ihrer Radikalproduktion. Hierbei konnte festgestellt werden, dass sowohl in 

vivo als auch ex vivo mehr Radikale in der Haut unter UV- als unter VIS-NIR Bestrahlung erzeugt 

werden. [33] 

Die Untersuchungen zur Radikalproduktion in- und ex vivo [33] wurden von Herrn Robert Müller 

im Rahmen seiner Promotion durchgeführt. Ich unterstützte ihn bei der Bestrahlung und der 

Ergebnisberechnung (siehe Anteilserklärung). Nach den vergleichenden Messungen der 

Radikalproduktion zwischen ex- und in vivo Haut wurde die spektrale Radikalproduktion für helle 

und dunkle Hauttypen von mir in vivo untersucht. 

6.2 Untersuchungen der hauttypabhängigen Radikalproduktion in vivo 

Die ersten Beobachtungen beziehen sich in vivo auf unbestrahlte Haut. Obwohl die gleiche 

Substanzmenge und -konzentration inkubiert wurde, sind die PCA-Startwerte nach der Inkubation 

in dunkler Haut höher als in heller Haut [35]. Das stärkere Eindringverhalten vom Spinmarker 

PCA in dunkle Haut könnte an einer schwächer ausgeprägten Hautbarriere liegen. Diese These 

wird durch Untersuchungen des Transepidermalen Wasserverlustes (TEWL) unterstützt. Hierbei 

wurden höhere TEWL-Werte in dunkler als in heller Haut gemessen [44, 45]. Höhere TEWL-

Werte können auf eine schwächer ausgeprägte Hautbarrierefunktion hinweisen [46], wodurch 

eine erhöhte PCA Eindringfähigkeit in dunkler, verglichen zu heller Haut erklärt werden könnte. 

[35] 

Der schnellere PCA-Abbau durch den Metabolismus (2, Abb. 1) in dunkler, verglichen zu heller 

Haut weist auf eine stärkere Verteilung des PCA in dunkler Haut hin. Durch eine stärkere 

Verteilung des Spinmarkers kann angenommen werden, dass dieser einer stärkeren/ 

intensiveren Metabolisierung unterliegt, wodurch die schnellere Abbaurate in dunkler Haut erklärt 

werden kann (2, Abb. 1). Um diesen Effekt zu berücksichtigen, wurde vor jeder bestrahlten 

Hautmessung die gleiche Position unbestrahlt gemessen und als Grundsignal von der bestrahlten 

Messung abgezogen. Ein Einfluss der unterschiedlichen PCA-Verteilung auf die Messergebnisse 

kann jedoch nicht vollständig ausgeschlossen werden. Um dennoch eine hohe Vergleichbarkeit 

zwischen den verschiedenen Hauttypen gewährleisten zu können, wurden alle Messungen mit 

den gleichen Präparations- und Messparametern durchgeführt. Die möglichen Auswirkungen der 
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unterschiedlichen PCA-Verteilungen in den Hauttypen wurde in der zweiten Promotions-

publikation ausführlich beschrieben. [35] 

Aus Untersuchungen an ex vivo Humanhaut (Hauttyp II) ist bekannt, dass die meisten freien 

Radikale pro Wellenlängenbereich durch den UV-Bereich induziert werden [21]. Dieser Anteil 

macht 50 % der Radikale aus, die durch das gesamte Sonnenspektrum erzeugt werden. Die 

restlichen 50 % der freien Radikale werden durch den VIS- und NIR-Bereich induziert [21, 47]. 

Damit tragen diese Spektralbereiche entscheidend zum kutanen Radikalaufkommen bei. Die 

Untersuchungen von Probanden vom hellen Hauttyp (II) bestätigen in vivo die vorhergehenden 

ex vivo Ergebnisse von Zastrow et al. [21]. Hierbei werden auch in vivo die signifikant meisten 

Radikale durch den UV-Bereich induziert (1, Abb. 1, a, b). Darauf folgt der VIS-Bereich. Die 

signifikant geringste Radikalproduktion wird durch den NIR-Bereich induziert. Dies entspricht den 

Erwartungen, da die bestrahlungsinduzierte Radikalanzahl pro Wellenlängenbereich hin zu 

niedrigeren Strahlungsenergien abnimmt. Im NIR-Bereich reicht die Strahlungsenergie nicht mehr 

aus, um freie Radikale direkt zu erzeugen. Jedoch kann eine NIR-Bestrahlung auf indirektem 

Weg, durch Aktivierung der Mitochondrien und bestimmter Enzyme, zu einer Erhöhung der 

kutanen Radikalkonzentration führen [48, 49]. [33] 

Entgegen den Ergebnissen bei hellen Hauttypen (II) induzieren alle Spektralbereiche (UV, VIS 

und NIR) in dunkler Haut (IV-V) in vivo eine vergleichbare Radikalmenge (2, Abb. 4 a). Den 

Erwartungen entsprechend werden bei UV-Bestrahlung signifikant weniger Radikale in dunkler 

als in heller Haut induziert (2, Abb. 3, a). Dunkle Hauttypen weisen eine höhere Menge an 

Eumelanin auf als helle Hauttypen [50]. Aus vorhergehenden Untersuchungen ist bekannt, dass 

die Haut mit steigender Melaninkonzentration (Eumelanin) besser gegen die radikalinduzierende 

Wirkung von UV-Strahlung geschützt ist [40]. In vivo werden nach einer 4-minütigen UV-

Bestrahlung 3-mal weniger Radikale in dunkler als in heller Haut induziert (2, Abb. 4). Die hier 

durchgeführten Untersuchungen bestätigen die Ergebnisse von Herrling et al. Hierbei wurde ex 

vivo eine 1,8- 2,5-fach geringere Radikalproduktion in dunkler Haut (IV-V), verglichen zu heller 

Haut (II) gefunden [40]. [35] 

Dunkle Haut weist von ihren optischen Eigenschaften einen geringeren Reflexionsgrad für 

Sonnenstrahlung auf als helle Haut [51], weshalb dunkle Haut bei gleicher Bestrahlung mehr 

Energie absorbiert. Hierbei schützt das Melanin die dunkle Haut aufgrund seiner 

strahlungsabsorbierenden Eigenschaften im UV-Bereich. Dieser Schutz nimmt aufgrund 

schwächer werdender Absorption zu höheren Wellenlängen (NIR-Bereich) hin exponentiell ab 

[52]. Eine stärkere Absorption von NIR-Strahlung in dunkler Haut könnte zu einem höheren 

Temperaturanstieg im Vergleich zu heller Haut und dementsprechend zu einer stärker 

ausgeprägten Radikalproduktion im NIR-Bereich führen. Untersuchungen mit hellen Hauttypen 

(II) zeigten, dass bei erhöhter Hauttemperatur mehr kutane Radikale unter NIR-Bestrahlung 

induziert werden [21]. Dabei verstärken Hitze und NIR-Strahlung die kutane Radikalproduktion 
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unabhängig voneinander [53]. Durch den Messaufbau war eine Temperaturmessung der 

Probandenhaut während der Bestrahlung nicht möglich. [35] 

Die Untersuchungsergebnisse bestätigen die Erkenntnisse, dass Personen mit einem Hauttyp 

IV-V länger in der Sonne bleiben können ohne ein Erythem zu entwickeln [22]. Jedoch zeigen die 

Messergebnisse auch, dass dunkle Haut nicht vollständig geschützt ist. Es kann angenommen 

werden, dass freie Radikale, die im VIS-NIR-Bereich entstehen, sich nach längerer Exposition 

aufsummieren und zu Hautschädigungen führen könnten (2, Abb. 3, b, c). Hierbei ist besonders 

der Infrarot-Bereich zu beachten, der 42 % des gesamten Sonnenspektrums auf der 

Erdoberfläche ausmacht [1] und tief bis in die subkutanen Schichten der Haut eindringt [3]. 

Untersuchungen zeigten, dass NIR-Langzeitbestrahlungen vergleichbare Hautschädigungen 

(Hyperkeratinosen, Photoalterung und ein erhöhtes Risiko für Plattenepithelkarzinomen) wie eine 

chronische UV-Bestrahlung verursachen können [54]. Nach vier Minuten Bestrahlung mit dem 

gesamten simulierten Sonnenspektrum entsteht in dunkler Haut 60 % der Radikalanzahl von 

heller Haut. Dies zeigt, dass neben hellen auch dunkle Hauttypen einen Sonnenschutz benötigen, 

um Hautschäden durch Sonnenbestrahlung vorzubeugen. Für dunkle Hauttypen sollte dieser 

Sonnenschutz speziell auch im VIS-NIR-Bereich schützen. Hierfür könnten Streupartikel und 

Antioxidantien in Sonnencreme eingesetzt werden. [35] 

Um die bisher erfolgten Radikalmessungen mit PCA zu verifizieren, wird auf die Spinfalle PBN 

zurückgegriffen. 

6.3 Methodenetablierung zur Radikaldetektion mit Spinmarkern und Spinfallen ex vivo 

Um Messungen mit Spinfallen zu ermöglichen, musste von der bisher verwendeten L-Band ESR 

Spektroskopie auf ein sensitiveres ESR-Spektrometer gewechselt werden. Zudem wurde eine 

empfindlichere Radikaldetektion mit Spinmarkern etabliert und beide Messmethoden (Spinfallen 

und -marker) auf ihre Vergleichbarkeit hin getestet. Für die folgenden Untersuchungen wurde ein 

X-Band ESR-Spektroskop eingesetzt. Bei dieser empfindlicheren Methode können nur exzidierte 

Hautproben untersucht werden. Als ex vivo Hautmodell wurde exzidierte Schweineohrhaut 

verwendet, da sie vergleichbare Tendenzen in ihrer Radikalproduktion zu humaner Haut zeigt 

[33] und gut verfügbar ist. 

Um eine geeignete Messmethode für die Radikaldetektion mit Spinmarkern und Spinfallen zu 

entwickeln, musste im ersten Schritt der Einfluss der Präparationsparameter verstanden werden. 

Hierfür wurde erst der Einfluss der Präparationsparameter auf das Messergebnis untersucht.  

In Studien, in denen die Menge an gebildeten Radikalen nach Noxenaussetzung untersucht 

werden soll, wurde der Spinmarker PCA für die Radikalmessung in verschiedensten 

Konzentrationen angewendet. Diese variierten bei Hautmessungen zum Beispiel von 0,1 mM in 

Human- [24] bis hin zu 10 mM in Schweinehaut [55]. Die Spinfalle PBN wurde unter anderem auf 
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Humanhaut in den Konzentrationen 0,2 M [26] bis hin zu 0,8 M [21] angewendet. Zu den 

Substanzmengen fehlten jedoch oft genaue Angaben für PCA [24, 25] und PBN [21, 26]. In ESR 

L-Band Studien unserer Arbeitsgruppe wurden je nach Untersuchungsmethode 50 µl PCA bei ex 

vivo Humanhaut und Tierhautmodellen [43] bis hin zu 100 µl bei in vivo Humanhaut [33] inkubiert. 

Unterschiedliche PCA- und PBN-Mengen (3, Abb. 4, a, b) und Konzentrationen (3, Abb. 2, A und 

Abb. 3) beeinflussen das Messergebnis der Radikalproduktion in bestrahlter Haut. Daher sind 

Studien mit unterschiedlichen Substanzmengen und Konzentrationen nur bedingt miteinander 

vergleichbar. [34] 

Es wäre zu erwarten, dass in der Haut bei einer gleichen Bestrahlung eine gleiche Radikalanzahl 

induziert wird, unabhängig von der Menge oder Marker/Spinfallen-Konzentration. Jedoch zeigt 

sich mit steigender PCA Konzentration von 0,1 bis 1,5 mM (3, Abb. 2, a) ein signifikanter Anstieg 

der detektierten Radikalproduktion nach UVB-NIR-Bestrahlung. Bei einer kleineren 

Radikalanzahl, die im VIS-NIR-Bereich induziert wird, ist ab 0,6 mM kein signifikanter Anstieg der 

Radikalproduktion mehr zu beobachten. Es verändern sich somit die Verhältnisse der 

Radikalproduktionen zwischen dem hohen (UVB-NIR) zum geringeren oxidativen Stress (VIS-

NIR) mit steigenden PCA Konzentrationen (3, Abb. 2, a). [34] 

Dieser Effekt könnte auf eine Substanzverarmung des PCA in der Haut zurückzuführen sein. PCA 

reagiert mit den bestrahlungsinduzierten Radikalen in der Haut und wandelt sich dadurch zum 

ESR-inaktiven Hydroxylamin um [24]. Dementsprechend kann über die Verringerung des PCA-

ESR-Signals auf die Anzahl der freien Radikale in der Haut rückgeschlossen werden (Abbildung 

2, a). Ist das PCA jedoch „verarmt“, können nachträglich gebildete kurzlebige Radikale nicht mehr 

mit derselben Wahrscheinlichkeit durch das PCA nachgewiesen werden. Somit erklärt sich, dass 

bei höheren PCA-Konzentrationen mehr Radikale detektiert werden können. Dieser Effekt ist als 

kritisch einzuordnen und sollte bei quantitativen ESR-Untersuchungen immer berücksichtigt 

werden, da die Ergebnisse hinsichtlich der Radikalproduktionen ansonsten verfälscht werden 

könnten. Auch kann es zu einer Überinterpretation von einem kleineren zu einem größeren 

oxidativen Stress bei Substanzverarmung kommen. Ein Verarmungseffekt kann am besten bei 

kinetischen Messungen der Radikalproduktion erkannt werden. Tritt hier ein Abflachen der 

Messkurve auf, kann dies auf einen Verarmungseffekt hindeuten (3, Abb. 6, b bei UVB-UVA-

Bestrahlung). [34] 

Trotz Verarmungseffekte sind die Ergebnisse der Radikalproduktionen beider Messmethoden 

(Marker/Spinfallen) in ihrer Tendenz miteinander vergleichbar. Prinzipiell zeigen alle untersuchten 

PCA-Konzentrationen bei einer UVB-NIR-Bestrahlung eine höhere Radikalproduktion an als bei 

einer VIS-NIR-Bestrahlung (3, Abb. 2, a) [34]. Dies entspricht den Erwartungen, da die zusätzliche 

UV- neben der VIS-NIR-Bestrahlung zu einem weiteren oxidativen Stress in der Haut führt [21]. 
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Die Herausforderung bei der Messung mit Spinmarkern und Spinfallen besteht darin, eine 

ausreichende Substanzkonzentration und -menge in der Haut anzubieten, um Verarmungseffekte 

zu minimieren. Gleichzeitig muss die Spinmarker-Konzentration gering genug sein, um 

Verbreiterungen im ESR-Signal oder bei Spinfallen toxische Effekte zu verhindern [27]. So zeigen 

PBN-Konzentrationen über 1 M keinen Anstieg der Radikalproduktion an (3, Abb. 3). Dies könnte 

unter anderen an toxischen Effekten des PBN liegen, die ab 0,5 M auftreten [27]. 

Als optimale Parameter für die vergleichenden Messungen mit den Substanzen PCA und PBN 

konnten folgende Präparationsparameter optimiert werden: 10 min Inkubation bei 32 °C mit 120 

µl Substanzmenge von 0,6 mM PCA bei VIS-NIR- und 1,5 mM PCA bei UVB-NIR-Bestrahlung 

und 1 M PBN in allen Spektralbereichen. [34] 

Vergleich der Radikalproduktion zwischen PCA und PBN behandelter ex vivo Haut  

Beide Messmethoden zeigen in PCA und PBN behandelter Haut mehr Radikale bei UVB-NIR- 

als bei VIS-NIR-Bestrahlung (3, Abb. 6, a, b). Die Ergebnisse zwischen beiden Methoden sind in 

ihren Verhältnissen miteinander vergleichbar. Bei beiden Verfahren zeigt sich ab 9,8 min. 

Bestrahlung ein Verhältnis von 80 % der Radikale im UVB-NIR- zu 20 % im VIS-NIR-Bereich (3, 

Abb. 7). In anderen Studien wurden bei UV-Bestrahlung 50 % der Radikale in exzidierter 

Humanhaut [21] und 60 % der Radikale in ex vivo Schweinehaut [33, 41], verglichen zu VIS-NIR 

Bestrahlung gefunden. Jedoch ist die hier vorgestellte Studie [34] mit den anderen Studien nicht 

direkt vergleichbar, da unterschiedliche Substanzkonzentrationen und Bestrahlungsparameter 

verwendet wurden, wodurch die relativen Verhältnisse der Radikalproduktionen beeinflusst 

werden. In dieser Studie [34] ging es vorrangig darum, die Vergleichbarkeit der Radikaldetektion 

zwischen Spinmarker (PCA) und Spinfallen (PBN) zu untersuchen, was signifikant nachgewiesen 

wurde. 

Im Vergleich zu PBN ist PCA hinsichtlich der Detektion der Radikalproduktion empfindlicher (3, 

Abb. 6 A und B). Dies könnte an einer geringeren Eindringfähigkeit von PBN in die Haut liegen, 

da höhere Substanzkonzentrationen im Vergleich zu PCA benötigt wurden. Auch zeigt die 

Radikalproduktion (UVB-UVA) bei PBN behandelter Haut (3, Abb. 6, b) ein stärkeres Abflachen 

der Messkurve an als bei PCA (3, Abb. 6, a), was auf eine frühere Substanzverarmung von PBN 

gegenüber PCA hinweisen könnte. Zur Eindringfähigkeit von PCA und PBN konnten in Haut keine 

vergleichenden Studien gefunden werden, jedoch unterscheiden sich die Substanzen PCA und 

PBN in ihrer Polarität, während PCA hydrophile [56] und PBN lipophile [57] Eigenschaften 

aufweist, was die Substanzverteilung in der Haut beeinflussen könnte. Um eine möglichst 

vergleichbare Inkubation zu ermöglichen, wurde die exzidierte Haut von beiden Seiten über das 

Stratum corneum und die Dermis inkubiert. 

PBN wird unter anderem zur Quantifizierung von kutanen bestrahlungsinduzierten Radikalen 

eingesetzt [21], da PBN erst bei der Reaktion mit Radikalen ein anwachsendes ESR-Signal zeigt 
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(Abb. 2, b). Dadurch können dem PBN-Signal eindeutig Radikale zugeordnet werden. Dies ist bei 

PCA nicht möglich, hier zeigt das ESR Spektrum nur das nicht-reagierte PCA an (Abbildung 2, 

a). Dadurch kann bei PCA nicht vollständig ausgeschlossen werden, dass es nicht auch mit 

Antioxidantien in der Haut reagiert. Die Vergleichsmessungen zwischen PBN und PCA zeigen 

jedoch vergleichbare Ergebnisse für die relative Verteilung und Kinetik der detektierten 

Radikalproduktion an. Dadurch kann davon ausgegangen werden, dass das PCA vorwiegend mit 

Radikalen reagiert. Daraus folgend kann die PCA-Methode als valide betrachtet werden, um 

bestrahlungsinduzierte kutane Radikale zu messen. 

Aufgrund der hohen Empfindlichkeit und Stabilität von PCA und seiner relativen Vergleichbarkeit 

zu PBN, würde sich dieser Spinmarker für eine quantitative Radikalmessung unter der 

Bedingung, dass Verarmungseffekte berücksichtigt werden, eignen. Der Vorteil von PCA 

gegenüber PBN ist, dass PCA auch bei UV-Bestrahlung für eine Quantifizierung genutzt werden 

könnte. Bei einer UV-Bestrahlung reagiert die Spinfalle PBN mit eigenen Radikalen 

(Selbsttrapping), was zu einer Überinterpretation der Radikalproduktion im UV-Bereich führen 

kann. [34]  

Einfluss der Bestrahlungsdosis auf die Radikalproduktion 

Mit der etablierten empfindlicheren Spinmarker-Messmethode konnte die Dosisabhängigkeit in 

einem einzelnen Spektralbereich (UVA) untersucht werden. Hierbei weist die kumulative 

Radikalproduktion von PCA behandelter ex vivo Schweinehaut bei verschiedenen 

Bestrahlungsstärken vergleichbare Kurvenverläufe (3, Abb. 5) auf, die eine positive Abhängigkeit 

von der UVA-Bestrahlungsdosis zeigen [34]. Dies bestätigt die vorhergehenden 

Untersuchungsergebnisse von Zastrow et al. in PBN behandelter ex vivo Humanhaut [28]. Das 

zeigt zusätzlich, dass mit PCA vergleichbare Ergebnisse zu PBN erzielt werden können und 

dementsprechend davon ausgegangen werden kann, dass mit der PCA-Messmethode valide 

kutane Radikale nachgewiesen werden können. 

Ausblick 

Ausgehend von dem neuen Verständnis über die Radikaldetektion mittels des Spinnakers PCA 

könnte die, in dieser Arbeit entwickelte empfindlichere PCA-Methode optimiert werden, um eine 

valide Methode für die Quantifizierung von bestrahlungsinduzierten Radikalen in der Haut an der 

Charité zu ermöglichen. Zudem könnte durch das neu erworbene Wissen über eine effektive 

Präparations- und Messmethode von Hautbiopsien mittels der Spinfalle PBN im nächsten Schritt 

instabilere und damit schwieriger zu messende Spinfallen, die eine bessere Unterscheidbarkeit 

der induzierten Hautradikale ermöglichen, untersucht werden. Hierbei würde sich die Spinfalle 

DMPO anbieten, die eine Unterscheidbarkeit von Sauerstoffradikalen und kohlenstoffzentrierten 

Radikalen (z.B. Lipid-Radikale) in Haut ermöglichen könnte.  
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