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Abstrakt (deutsch)

Unsere Haut ist taglich unterschiedlichen exogenen und endogenen Stressfaktoren
ausgesetzt, zum Beispiel UV-Strahlung, Toxinen, aber auch unser Schlaf-/ Lebensrhythmus
sowie unsere Ernahrung haben einen Einfluss auf ihren Stoffwechsel. Alle diese Faktoren
konnen die Bildung von freien Radikalen (reaktiven Sauerstoffspezies, ROS) im Korper
fordern, die zur Entstehung von sogenanntem oxidativen Stress fuihren kénnen. In der Folge
kann es zu einer Uberlastung des antioxidativen System unseres Kérpers kommen.

Das antioxidative System des Korpers stellt ein komplexes Schutzsystem dar. Man
differenziert hier zwischen endogenen Antioxidantien (AQO), die vom Korper synthetisiert und
exogenen AO, die mit der Nahrung aufgenommenen werden mussen.

Glutathion gehdrt zu einer der wichtigsten endogenen AO. Es kommt in allen Zellen vor und
spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation von oxidativem Stress.

Zu einen der reprasentativsten, nicht-enzymatischen, exogenen AO gehdren die Carotinoide.
Sie stellen eine Markersubstanz fiir das gesamte antioxidative System dar.

Um das Zusammenspiel des endogenen und exogenen antioxidativen Systems nach
moderater Stressinduktion naher zu untersuchen, wurden sekundare Keratinozyten (HaCat-
Zellen) mit unterschiedlichen Konzentrationen von Beta (B)-Carotin behandelt. Ziel war es
den Einfluss von B-Carotin auf die Radikalschutzfunktion und den antioxidativen Status von
Hautzellen nach Bestrahlung im sichtbaren und nahen Infrarotbereich (VIS/NIR, 700-2000
nm) zu untersuchen.

Die Aufnahme des lipophilen B-Carotins in die Hautzellen wurde durch eine Nanokristall-
Formulierung ermdglicht. Uberpriift wurde die Aufnahme der B-Carotin-Kristalle mittels der
Resonanz Raman-Spektroskopie (RRS), die Zytotoxizitdt der verwendeten [(-Carotin
Konzentrationen wurde mittels eines Zellviabillitats Assay (XTT) ermittelt. Die Entstehung
von freien Radikalen wahrend der VIS/NIR-Bestrahlung wurde mittels der
Elektronenspinresonanz -(ESR)-Spektroskopie untersucht. Zur Uberprifung des endogenen
oxidativen Status wurden das Level an reduziertem und oxidiertem Glutathion (GSH/ GSSG)
mit einem fluoreszenzbasierten Assay untersucht.

Durch die RRS konnte eine konzentrationsabhangige Aufnahme von [(-Carotin gezeigt
werden. Der Redox-Status wurde vor und nach der Supplementierung mit zwei
ausgewahlten B-Carotin-Konzentrationen (0,02 und 0,1 pg/ml) und moderater Bestrahlung
bestimmt.

Es zeigte sich eine signifikante Erh6hung in der Bildung von ROS nach der VIS/NIR-
Bestrahlung, die durch eine gezielte Supplementierung mit beiden B-Carotin-Konzentrationen
reduziert werden konnte. Eine aktive Wechselwirkung zwischen den applizierten p-Carotin-

Konzentrationen (exogene AQO), dem endogenen AO-System Glutathion und der
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Radikalbildung konnte nachgewiesen werden. Bei der niedrigeren B-Carotin-Konzentration
konnte ein effektiverer Schutz vor maRigem Stress beobachtet werden. Die hdhere -
Carotin-Konzentration wirkte sich pro-oxidativ auf den Metabolismus aus.
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Abstract (englisch)

Our skin is daily exposed to many different exogenous and endogenous stress factors, such
as UV radiation, toxins but also sleep/life rhythm and our nutrition have an influence on our
metabolism. All these factors promote the formation of free radicals, especially reactive
oxygen species (ROS) in the body, which can lead to the development of oxidative stress. As
a result, the redox status shifts in favour of the pro-oxidative side.

The antioxidant system of the body represent a complex protection system. A distinction can
be made between endogenous AOs, which have to be synthesized by the body itself, and
exogenous AOs, which must be ingested with food.

Glutathione is one of the most important endogenous AOs. It is present in all cells and plays
an important role in the regulation of oxidative stress. Carotenoids are one of the most
representative non-enzymatic exogenous AOs. They represent a marker substance for the
whole antioxidative system.

To investigate the interaction between the endogenous and exogenous antioxidative system
after moderate stress induction, secondary keratinocytes (HaCat cells) were treated with
different concentrations of beta (B)-carotene. The aim was to investigate the influence of 3-
carotene on the radical protection function and the antioxidative status of skin cells after
irradiation in the visible and near infrared range (VIS/NIR, 700-2000nm).

In order to enable the uptake of lipophilic B-carotene into skin cells, a nanocrystal formulation
was used. The uptake of [-carotene crystals was analyzed by resonance Raman
spectroscopy (RRS), the cytotoxicity of used 3-carotene concentrations was investigated by
a cell viabillity assay (XTT). The formation of free radicals during VIS/NIR irradiation was
investigated by electron spin resonance (ESR) spectroscopy. To verify the endogenous
oxidative status, the levels of reduced and oxidized glutathione (GSH/ GSSG) were
investigated using a fluorescence-based assay.

By RRS a concentration-dependent uptake of B-carotene could be shown. The redox status
was determined before and after supplementation with two selected [-carotene
concentrations (0.02 and 0.1 pg/ml) and moderate irradiation. A significant increase in the
ROS formation after VIS/NIR irradiation was measured, which could be reduced by specific
supplementation with both B-carotene concentrations. An active interaction between the
applied B-carotene concentrations (exogenous AQO), the endogenous AO-system glutathione
and radical formation could be proven. At the lower (-carotene concentration a more
effective protection against moderate stress could be observed. The higher B-carotene

concentration had a pro-oxidative effect on the metabolism.
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1. Einleitung

1.1 Motivation

Im Alltag ist die menschliche Haut sehr vielen schadlichen Umwelteinflissen ausgesetzt, wie
z.B. der Strahlung in Form von Sonnenlicht oder auch kinstlicher UV- Strahlung, ebenso
aber auch Abgasen und anderen schadlichen Umwelteinflissen. Gerade in Grof3stadten
oder Ballungsgebieten spielt dies eine wichtige Rolle und wirkt sich negativ auf das
Abwehrsystem unserer Haut aus™® Hauterkrankungen wie etwa Neurodermitis oder auch
Hautkrebs®,* kénnen die Folge sein.
Eine exzessive UV-Exposition wird als ein entscheidender Faktor fur die
Hautkrebsentstehung angesehen. Durch stetig verbesserte Sonnenschutzmittel, die im UV-
Bereich schitzen, konnte ein Rickgang von Hautkrebsraten erwartet werden. Jedoch
verzeichnet die Statistik weltweit jahrlich steigende Inzidenzraten fir melanomen und nicht-
melanomen Hautkrebs®*. UV Licht ist ein dominierender Faktor, doch Studien konnten auch
zeigen, dass bis zu 50% der Radikale im VIS-NIR Bereich gebildet werden®. Ein effizienter
Lichtschutz bzw. die Supplementierung mit Antioxidantien ist essentiell, um die Haut vor
freien Radikalen zu schiitzen und damit die Entstehung von chronischen und entztindlichen
Erkrankungen zu minimieren®.
In einem gesunden Koérper sorgt das antioxidative System fur den Schutz der Haut vor freien
Radikalen und es herrscht eine Balance zwischen den pro- und antioxidativen Prozessen
(Redoxhomoostase). Eine Disbalance, die zu Gunsten der prooxidativen Seite ausfallt, sorgt
fur die Entstehung von sogenanntem oxidativen Stress, der sowohl von exogenen wie auch
von endogenen Faktoren beeinflusst werden kann’.
Verantwortlich fir den oxidativen Stress in der Haut sind vor allem reaktive
Sauerstoffspezies (ROS), aber auch reaktive Nitrogenspezies sind daran beteiligt. Beide
Spezies kénnen Schadigungen von verschiedenen Zellkomponenten hervorrufen, z. B. der
Zellmembran, der Proteine oder auch der DNA. Die kutanen Auswirkungen koénnen vielseitig
sein, es kann zu entziindlichen Reaktionen oder gar zur langfristigen Schadigungen
kommen®. Man differenziert zwischen dem endogenen Abwehrsystem, das aus
enzymatischen und nicht-enzymatischen Antioxidantien (AO) besteht und dem exogenen
Abwehrsystem, das dem Korper mit der Nahrung zugefiihrt werden muss. Fir den Schutz
gegen oxidativen Stress werden beide Systeme bendtigt und es existieren komplexe
Wechselwirkungen zwischen diesen beiden Abwehrsystemen. Man spricht hier von
synergetischen Effekten®.
Antioxidantien im Allgemeinen sind chemische Verbindungen, die durch Reduktion ihres
Reaktionspartners in der Lage sind oxidative Prozesse zu verlangsamen oder auch zu
verhindern und haben einen positiven Einfluss auf das Immunsystem®,**.
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Zu den wichtigsten endogenen Antioxidantien zahlt u.a. die Superoxiddismutase (SOD), die
Catalase (CAT) und Glutathion (GSH)*.

Die wichtigsten Vertreter der exogenen Antioxidantien sind die Ascorbinsaure (Vitamin C),
Vitamine E und die Carotinoide, wobei hier Beta () -Carotin und Lycopin mit etwa 60-70%
den gréRten Teil der in der Haut vorkommenden Carotinoide darstellen®.

In vielen Studien konnte der positive Einfluss einer gesunden Erndhrung, reich an Obst und
Gemise, auf den menschlichen Kérper gezeigt werden,™.

Es konnte aber auch demonstriert werden, dass Uberdosen von Carotinoiden dem
Organismus Schaden zufihren kdnnen und sich die Wirkung von Antioxidantien in Richtung
Prooxidation verschiebt (prooxidativer Effekt). Dies konnte in Studien mit Rauchern gezeigt
werden®®.

Uber das Zusammenspiel zwischen dem endogenen und dem exogenen System bei
oxidativem Stress durch moderate Bestrahlung im VIS/NIR-Bereich ist nicht viel bekannt.
Wie beeinflussen sich diese beiden Systeme gegenseitig?

Um diesen Zusammenhang naher zu untersuchen, sollten humane Hautzellen einem
moderaten externen Stress ausgesetzt werden; zuvor sollte eine gezielte Supplementierung
mit dem exogenen AQO B-Carotin erfolgen. Um die Auswirkungen einer gezielten
Supplementation von [B-Carotin auf die Redoxhomoostase und die Radikalproduktion

untersuchen zu kénnen, mussten zuvor zwei Fragestellungen geltst werden:

1. Wie kann B-Carotin einfach und nachweislich in die Zelle aufgenommen werden?

2. Welcher moderate exogener Stress soll verwendet werden?

Da Carotinoide lipophil sind, ist eine zellulare Aufnahme mit einer normalen Suspension
stark eingeschrankt. Um dieses Problem zu Iésen, wurden Nanokristalle verwendet, mit

denen die Aufnahme in die Zellen vereinfacht werden sollte.

Fir den moderaten Stress wurde Bestrahlung ausgewahlt. Bestrahlungsexperimente sind
gut regulier- und reproduzierbar, Substanzen dagegen kénnten noch weitere Signalkaskaden
auslosen, so dass ein Kausalitdtsbezug zwischen gezielter Supplementation mit 3-Carotin
und dem eingesetzten Stress erschwert werden wirde.

UV Strahlung l6st, vielfach nachgewiesen, starken oxidativen Stress bei Zellen aus und
somit wurde eine moderate Strahlung im Bereich des sichtbaren und nahen Infrarot
ausgewahlt (VIS/NIR, 400-2000 nm).

Als nicht-invasive und hoch sensible Messmethode fiir freie Radikale hat sich

die Elektronenspinresonanz -Spektroskopie bewéhrt. Dies konnte sowohl fur Zellen als auch

fir Gewebe gezeigt werden.'” 819,
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Durch Messungen mit der ESR-Spektroskopie kdnnen sowohl Stressreaktionen durch die
Zugabe und Aufnahme von B-Carotin®, als auch der oxidative Stress der Hautzellen nach

Bestrahlung gemessen werden.

In dieser Studie wurde die Radikalproduktion von sekundaren Keratinozyten (HaCat-Zellen)
vor und nach der Bestrahlung im VIS/NIR Bereich und nach Zugabe von zwei verschiedenen
B-Carotin Konzentrationen gemessen.

Es wurde untersucht, ob und inwiefern die Zugabe von 3-Carotin das endogene antioxidative
System und somit auch die Bildung von freien Radikalen beeinflusst.

Zusatzlich zu den Radikalmessungen wurde das Glutathion-Level (reduzierte und oxidierte
Form: GSH/ GSSG) als Vertreter des endogenen antioxidativen Systems vor/nach
Bestrahlung sowie vor/nach gezielter Supplementation mit den unterschiedlichen B-Carotin-

Konzentrationen, charakterisiert.

2. Grundlagen

2.1 Anatomie und Physiologie der menschlichen Haut

Die Haut ist in ihrer Gesamtheit von 1,5 bis 2m? eines der gréfiten Organe des menschlichen
Kdrpers und erfillt unterschiedlichste Aufgaben. Sie schitzt den Koérper mechanisch vor
auBeren Einflussen, (z.B. UV-Strahlung, Infektionen), ist maligeblich an der
Temperaturregulation beteiligt und ist ein Sinnesorgan, das thermische Reize, Berthrungen
und auch Schmerz tbermitteln kann. Des Weiteren weist sie Sekretionsfunktionen auf und
stellt einen wichtigen Bestandteil des Immunsystems dar. Sie Ubernimmt eine Barriere- und
Reservoirfunktion, reguliert den Wasserhaushalt und schitzt vor dem Einfluss exogener
Substanzen®,%.

Die Haut kann generell in drei Schichten unterteilt werden (Abbildung 1): die Epidermis
(Oberhaut), die Dermis (Lederhaut) und die Subcutis (Unterhaut). Dazu kommen

Hautanhangsgebilde wie Haare, SchweiR- und Talgdriisen und Nagel®.
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Abbildung 1: Allgemeiner Aufbau der Haut und der Hautanhangsgebilde.
(Quelle: http:/www.krebsgesellschaft.de/onko-internetportal/basis-informationen-
krebs/krebsarten/hautkrebs/der-aufbau-der-haut.html).

2.1.1 Epidermis (Oberhaut)

Die Epidermis wird in mehrere Schichten (Abbildung 1) unterteilt:

a)

b)

d)

Stratum corneum (Hornschicht): Diese Schicht besteht aus abgestorbenen Zellen
(Korneozyten), die der Haut Festigkeit und Stabilitdt geben und die Hautbarriere zur
AulRenwelt darstellen.

Stratum granulosum (Kornerschicht): In dieser Schicht wird das Keratin gebildet, das
der Verhornung der Keratinozyten dient.

Stratum spinosum (Stachelzellschicht): Bestehend aus lebenden Keratinozyten, die
den Nachschub fir die Verhornung des Stratum corneums darstellen, sowie
auspigmentierten Zellen (Melanozyten).

Stratum basale (Basalzellschicht): Ist aus Reihen von lebenden Epithelzellen
(Keratinozyten) aufgebaut, die zur Neubildung der oberen Hautschichten und bei der
Wundheilung essentiell sind. Des Weiteren befinden sich hier Nervenendigungen fir

den Tastsinn.

Die Epidermis (Abbildung 2) besteht aus iber 90% Keratinocyten. Diese Zellen werden im

Stratum basale gebildet und wandern im Laufe ihrer Entwicklung durch verschiedene

Reifungsstadien nach auflen zur Hornschicht (Stratum corneum). Wahrend dieses

Prozesses durchlaufen die Keratinozyten eine Differenzierung zu kernlosen keratinisierten

Hornzellen (Korneozyten), die der Haut ihre Festigkeit verleihen und einen Schutz vor

exogenen Faktoren darstellen. Die restlichen 10% der Epidermis bestehen aus Melanozyten
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(Pigmentzellen), Langerhanszellen (Teil des immunologischen Apparates) und Merkel-

Zellen® ?®.

—— Hornschicht (Stratum corneum)

—— Glanzschicht (Stratum lucidum)

—— Kornerzellschicht (Stratum granulosum)

Stachelzellschicht (Stratum spinosum)

~ —— Basalschicht (Stratum basale)

Abbildung 2: Aufbau der Epidermis
(Quelle:https://www.enpevita.de/site/ExampleEvaluation.aspx?exampleid=154).

2.1.2 Dermis

Die Dermis kann in zwei Schichten unterteilt werden, die Zapfenschicht (Stratum papillare),
die ein lockeres Gewebe darstellt, in dem die Kollagenfasern lose und eher vertikal
angeordnet sind und die Netzschicht (Stratum reticulare), in der eine hdhere Faserdichte
herrscht und eine eher horizontale Vernetzung vorhanden ist. Durch ihren hohen
Bindegewebsanteil tragt die Dermis allgemein zur Festigkeit der Haut bei. Im unteren Teil der
Dermis (Stratum reticulare) entspringen die Talg- und Schweil3driisen sowie Haarwurzeln.
Die Ubergangsschicht zur Epidermis (Stratum papillare) ist unregelmaRig und zapfenférmig
aufgebaut. In dieser Schicht befinden sich BlutgefalRe, die zur Versorgung, der Haut und der

Hautanhangsgebilde mit Nahrstoffen benétigt werden?®.

2.1.3 Subkutis

Die Unterhaut (Subkutis) enthalt groRere Blutgefal3e und Sinneszellen und ist aus lockerem
Bindegewebe und subkutanem Fettgewebe aufgebaut. In dem Bindegewebe befinden sich
Fasern, die die Subkutis mit den Muskeln, Knochen und Knorpeln verbinden. Das subkutane
Fettgewebe dient als Kélteschutz, Energiespeicher und auch als mechanischer Schutz. Die

Dicke der Unterhaut variiert je nach Kdrperregion.
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Ebenso finden sich in der Unterhaut die Hautanhangsgebilde wie Schweil3driisen, Haarbalge

und Néagel *.

2.2 Sekundare Keratinozyten: HaCaT Zellen

In dieser Arbeit wurden sekundéare Keratinozyten verwendet, die auch als HaCaT-Zellen
bezeichnet werden. Diese Zelllinie wurde urspriinglich von der Arbeitsgruppe Fusenig et al.
der Peripherie eines priméren malignen Melanoms der Rickenhaut eines 62 jahrigen
mannlichen Patienten entnommen 28,2° % 3!,

Es handelt sich bei diesen Zellen um histologisch gesicherte benigne (gutartige) Zellen. Die
Abklrzung ,HaCaT* steht fur ,Human adult low Calcium high Temperature keratinocytes®
(Abbildung 3). Diese Zelllinie eignet sich aufgrund ihres stabilen Wachstumszykluses und
der phanotypischen Eigenschaften von basalen epidermalen Keratinozyten sehr gut fur
grundlegende Untersuchungen, wie z.B. die Reaktion auf Stressfaktoren. Fir solche
Untersuchungen werden meist Passagen < 80 verwendet, um eventuelle
stoffwechselbezogene Veranderungen der Zellen zu vermeiden. Bei hohen Passagenzahlen
(= 140 Passagen) kénnen zahlreiche DNA-Translokationen und -deletionen nachgewiesen
werden. HaCaT Zellen lassen sich einfach kultivieren und gehdren zu den am meisten

eingesetzten Hautmodellen bei in vitro Studien®.

Abbildung 3: Mikoskopische Aufnahme von kultivierten HaCaT-Zellen (Monolayer)
(Quelle: https:/iwww.fishersci.com/shop/products/hacat-cells-t0020001/nc0309203)
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2.3 Sonnenstrahlung

Die menschliche Haut kommt als Kontaktorgan zur Umwelt nahezu téglich mit
Sonnenstrahlung in Berlhrung, die sich auf Meereshdéhe 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 (Norm CIE 85 von 1989)*. Prinzipiell ist eine
regelmafige Sonnenbestrahlung essentiell fir den menschlichen Koérper, besonders fur die
Bildung von Vitamin D und daher ein wichtiger Faktor fiir Gesundheit und Wohlbefinden*.

Es ist aber auch bekannt, dass eine erhfohte Sonnenexposition zur Bildung von freien
Radikalen (oxidativem Stress) fuhrt. Haufig treten freie Radikale in Form von reaktiven
Sauerstoffspezien (ROS, reactive oxygen species) auf. Sie besitzen ein ungepaartes
Elektron und sind somit sehr reaktionsfreudig. Sie kénnen mit anderen nicht-radikalischen
Molekulen reagieren, wodurch diese ebenfalls in neue freie Radikale verwandelt werden und

eine Kettenreaktion induziert wird, die z.B. zellulare Strukturen oxidieren lasst.

Eine Untersuchung des Einflusses verschiedener Spektralbereiche auf die Radikalproduktion
in der Haut zeigte bei in vivo-Untersuchungen unterschiedlich starke Tendenzen auf: UV
forderte die starkste Radikalformierung, gefolgt von VIS- und NIR-Bestrahlung®,*. UV ist fiir
mindestens 50% der ROS-Bildung verantwortlich, die restlichen Radikale werden durch die
VIS/NIR-Strahlung erzeugt®” (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Aktionsspektrum der Haut.

Wellenlangenabhangigkeit fir die Generierung von freien Radikalen (RG asp = Xx10"* Radikale / mg
Haut pro mJ/cm? und pro nm)

Quelle: Skin Pharmacol Physiol. 2009;22(1):31-44..The missing link--light-induced (280-1,600 nm) free
radical formation in human skin.

Zastrow L', Groth N, Klein F, Kockott D, Lademann J, Renneberg R, Ferrero L
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2.3.1 UV- und VIS/NIR-Strahlung

Als UV-Strahlung wird die elektromagnetische Strahlung im Wellenbereich von 200 bis 400
nm bezeichnet. Man unterscheidet in diesem Bereich die UVC - (200-280nm) von der UVB -
(280-320nm) und der UVA- (320-400nm) Strahlung. Die menschliche Haut kommt jedoch nur
mit der UVB- und UVA-Strahlung in Kontakt, die UVC Strahlung wird schon vorher nahezu
vollstandig von der Ozonschicht absorbiert.

Einen Teil der UV-Strahlung absorbiert die menschliche Haut im Stratum corneum, die
anderen Teile werden reflektiert oder diffus gestreut. Die Eindringtiefe des UV- Lichtes in die
Haut ist abhangig vom Energiegehalt; je hdher der Energiegehalt desto geringer ist die
Eindringtiefe (Abbildung 5).

Die kurzwellige und energiereiche UVB-Strahlung schafft es nur bis in die Epidermis,
wahrend die langwellige und energiearme UVA- Strahlung bis in die Dermis und zum Teil
auch Subkutis vordringen kann. UVA Strahlung macht insgesamt 95% der Gesamtheit der
UV-Strahlung aus, UVB nur 5%.
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IRB
uvCc uvBf UVA IRA IRC Hornhaut
| / (Stratum Corneum)
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\

— | (Epidermis)
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Abbildung 5: Eindringtiefe von UVC-,UVB-,UVA- Strahlen sowie sichtbarem und nahen Infrarot-Licht
in die Haut.
(Quelle:https://www.baua.de/DE/Themen/Arbeitsgestaltung-im-Betrieb/Physikalische-Faktoren-und-
Arbeitsumgebung/Optische-Strahlung/_functions/Haut.html)

- o
-

Unterhaut
(Subcutis)

Durch die niedrigere Energiezufuhr, kann die VIS und NIR-Strahlung, auch als
Warmestrahlung bezeichnet, besonders tief in das Gewebe eindringen und kann sogar die
Subkutis erreichen. VIS-Bestrahlung induziert nicht nur direkt die Bildung von ROS, sondern
es werden durch diese Bestrahlung auch vermehrt intrazelluldare Vorgdnge ausgeldst, die mit
Verzdgerung zu oxidativem Stress filhren®!. Sehr viel langsamer sind die negativen Effekte
bei der NIR Strahlung sie kdnnen nicht direkt zur Bildung von ROS fuhren, aber Prozesse

beschleunigen °.
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2.3.2 Auswirkungen von Strahlung auf die Haut

Wie so oft in der Natur, entscheidet die Dosis Uber einen eventuellen Nutzen oder auch
Schaden fir den Organismus.

Die Bildung von freien Radikalen hat einen grof3en Einfluss auf den Koérper und die Haut,
besonders auf deren metabolische Prozesse.

Eine moderate Dosis von UV-Strahlung wirkt sich positiv auf den menschlichen Korper aus.
Das Immunsystem wird gestérkt und es wirkt stimmungsaufhellend. UV-B-Strahlung ist
besonders wichtig, da sie mit fir die Vitamin D Synthese verantwortlich ist. Eine
Uberschreitung der physiologischen Dosis kann zu pathologischen Reaktionen in der Haut
fuhren. Durch eine exzessive Sonnenexposition kdnnen samtliche Hautschichten geschadigt
werden. Ebenfalls wird eine frilhzeitige Hautalterung induziert (Photoalterung)®,%,%.
UV-B-Strahlung ist vornehmlich fir die Entstehung von Sonnenbranden, allergischen
Reaktionen der Haut aber auch fur Hautkrebs verantwortlich.

UV-A-Strahlung fordert, aufgrund seines tieferen Eindringens in die Haut (Abbildung 5) eine
erhdhte Bildung von freien Radikalen in Gewebe/Zellen, Pigmentstérungen und ebenfalls die
Entstehung von Hautkrebs durch Schadigung der DNA.

Aber nicht nur die UV-Strahlung schadet der Haut, es konnte in mehreren Studien mit
Human- und Schweinehaut in vivo nachgewiesen werden, dass auch die energieschwéchere
Strahlung im NIR Bereich zur Bildung von freien Radikalen fuhrt.

Vergleicht man die verschiedenen Strahlungen miteinander, so zeigt sich schon nach ca. 2
Minuten bei allen Wellenlangen die Bildung der sogenannten ROS. Es zeigen sich aber
deutliche Unterschiede in Abhéngigkeit zur Wellenlange. UV-Licht bildet im Vergleich zu NIR
Strahlung ca. finfmal so viele Radikale. Ist das korpereigene Abwehrsystem nicht in der
Lage, diese Effekte zu kompensieren, durch z.B. das antioxidative System, Apoptose oder
andere Abwehrmechanismen, kann es u.a. zu Mutationen der DNA kommen, die zu einem
spateren Zeitpunkt eine pathologische Verénderung, wie z.B. die Entstehung eines

Melanoms begtinstigen kénnen.

2.4 Oxidativer Stress

Im Allgemeinen &aulert sich oxidativer Stress in einem Ungleichgewicht zwischen dem
antioxidativen Abwehrsystem des Korpers und reaktiven Metaboliten. Die Entstehung von

freien Radikalen, vor allem reaktiven Sauerstoffspezien (ROS), ist ein normaler Prozess
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innerhalb des Korpers, der durch viele Stoffwechselvorgéange, insbesondere dem
Energiestoffwechsel und Reaktionen des unspezifischen Immunsystems, verursacht wird.
Kommt es zu einer Gibermafligen Radikalbildung, kann es zu einer verstarkten Oxidation von
Zellbestandteilen kommen, wodurch Zell- und Gewebsschadigungen beglnstigt werden
(Abbildung 6).

Oxidativer Stress

Normale Zelle Freie Radikale Zelle mit
greifen die Zelle an oxidativen Stress

Abbildung 6: Schematische Abbildung zur Auswirkungen von freien Radikalen auf die Zelle
(Quelle:https://mein-tag.de/meine-medizin/wenn-oxidativer-stress-auf-anormale-proteine-trifft/)

Um Schéden, die durch ROS verursacht werden kdnnen, besser zu kontrollieren und zu
minimieren, steht den freien Radikalen das antioxidative Schutzsystem des Korpers
gegeniber, das aus enzymatischen und nicht-enzymatischen Antioxidantien (AO) besteht.
Diese kénnen entweder endogener (vom Kérper selbst produziert) oder exogener Natur (mit
der Nahrung zugeflihrt) sein. Kutane Carotinoide stellen lipophile exogene AO dar, die als
Markersubstanz fiir die antioxidative Kapazitat des Kérpers angesehen werden kénnen*.

Fur den Nachweis von ROS in Gewebe oder Zellkultur eignet sich die

Elektronenspinresonanz (ESR)-Spektroskopie, die eine sehr sensitive Methode darstellt*.

2.5 Antioxidantien

Antioxidantien (AOs) sind definiert als chemische Verbindungen, die in der Lage sind, eine
Oxidation anderer Substanzen zu verlangsamen oder auch ganz zu verhindern. Sie
unterstitzen den Korper, indem sie als Radikalfanger reaktive Sauerstoffspezien
inaktivieren, wenn diese die physiologische Menge uberschreiten, die der Mensch fir seine
physiologischen Prozesse benétigt*,**,*.

Viele AOs sind endogen, heifdt physiologisch im Kérper vorhanden, andere werden exogen

dem Koérper durch Nahrung zugefiihrt. Man unterscheidet generell also das endogene vom
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exogenen System, wobei man innerhalb des endogenen Systems auch noch die
enzymatischen von den nicht-enzymatischen unterscheidet.

Um den Korper ausreichend zu schitzen braucht es ein komplexes Zusammenspiel beider
Systeme, die sich gegenseitig beeinflussen kdnnen.

Tabelle 1:
Ubersicht tiber die Zusammensetzung des antioxidativen Systems des Korpers.

Endogenes antioxidatives System Exogenes antioxidantives

Sytsem
Enzymatische Nicht-enzymatische Lo .
Antioxidantien Antioxidantien Exogene Antioxidantien
Superoxide : N
Dismutase (SOD) Glutathion Vitamin C
Catalase (CAT) Coenzym Q10 Vitamin E
Glutathion Ubichinon Carotinoide (u.a. a-Carotin, -
Peroxidase (GPx) Carotin, Lycopin, Lutein)
Glutathion Disulfid S Phytochemicals (Polyphenol,
Blilirubin .
Reductase Flavonoide)
Glutathion-S- N Spurenelemente, wie Selen und
Harnsaure .
Transferase Zink

Die verschiedenen AOs haben unterschiedliche Wirkungsmuster; so unterscheidet man
sogenannte Radikalfanger wie z.B. Vitamin E, Coenzym Q10, von den Reduktionsmitteln,
z.B. Vitamin C.

2.5.1 Carotinoide (exogene AOS)

Carotinoide gehdren zu den am weitest verbreiteten Antioxidantien, die mit der Nahrung dem
Koérper zugefiihrt werden miissen (exogene Antioxidantien)*. Der menschliche Kérper ist
nicht in der Lage Carotinoide selbst zu synthetisieren, dies geschieht durch die Synthese in
Pflanzen oder Mikroorganismen. Es handelt sich hierbei um sekundére Pflanzenstoffe, die

verschiedene Aufgaben im antioxidativen System tibernehmen.
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Es koénnen zwei Gruppen von Carotinoiden unterschieden werden: Zur ersten Gruppe
gehdren Carotinoide, die aus nur aus Kohlenstoff und Wasserstoff aufgebaut sind, zur
zweiten Gruppe zahlen Carotinoide, die aus sauerstoffhaltigen Derivaten bestehen, den
sogenannten Xanthophyllen®’.

Prinzipiell kommen Carotinoide in unterschiedlichen Lebensmitteln vor. Wahrend die aus
Kohlenstoff und Wasserstoff aufgebauten Carotinoide (z.B. B-Carotin oder Lycopin) eher in
gelben oder orangefarbenen Gemise vorkommen, sind die Xanthophylle eher in grinem
Gemduse zu finden.

Auf Grund ihrer molekularen Struktur sind die Carotinoide Singulettsauerstoff-lnaktivatoren,
wodurch Schadigungen durch ROS effektiv vermindert werden kdnnen.

Darlber hinaus kénnen Carotinoide auch mit anderen durch UV-Strahlung gebildeten freien
Radikalen reagieren, wodurch deren prooxidative Wirkung neutralisiert wird.

Im Dinndarm erfolgt die Absorption der Carotinoide durch die Mucosazellen. Uber
Lipoproteinpartikel gelangen sie dann ins Blut oder die Lymphe, wodurch sie im ganzen
Kdrper verteil werden. Da diese Partikel schnell durch das Enzym Lipoproteinlipase
abgebaut werden, Ubernehmen sogenannte VLDL (very low density lipoproteins) den
weiteren Transport, um dann im Plasma von LDL (low density lipoproteins) oder in seltenen
Fallen von HDL (high density lipoproteins), ibernommen zu werden.

Physiologisch sind beim Menschen je nach Ernahrungsgewohnheiten und Sonnenexposition
ca. 0,33-0,44 nmol/g Carotinoide im Blutplasma nachweisbar®.

Jedoch wird die hochste Konzentration in der Epidermis und Subkutis nachgewiesen, ca 1,4
nmol/g - im Fettgewebe liegt sie sogar noch etwas hoher®.

Die Bioverfugbarkeit von Carotinoiden ist an die Nahrungszusammensetzung gebunden, da

Carotine stark lipophil sind.

2.5.1.1 B-Carotin

Beta (B)-Carotin gehdrt mit zu den wichtigsten exogenen AOs und ist in vielen
Nahrungsmitteln enthalten. Als wichtige Nahrungsquellen fir B-Carotin sind z.B. Griinkonhl
und auch Karotten zu nennen, die einen sehr hohen Gehalt an 3-Carotin aufweisen.

B-Carotin ist eines der effektivsten Radikalfanger und kann die Oxidation z. B von Lipiden
verhindern. Ebenso ist es in der Lage, sich im Stratum Corneum und im
Unterhautfettgewebe anzureichern, wodurch es Strahlung absorbieren
(Absorptionsmaxiumum bei 450 nm) und dadurch schadliche Auswirkungen auf die Haut
verhindern kann. Carotinoide konnen allerdings auch bei zu hoher Konzentration oder auch

bei hohem Sauerstoffpartialdruck eine prooxidative Wirkung haben.
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Aufgebaut ist B-Carotin aus einer Kohlenstoffkette mit einer Ringstruktur an beiden Enden,

diese sind durch eine Isoprenoidkette miteinander verbunden (Abbildung 7).

Insgesamt gibt es 9 konjugierte Doppelbindungen mit 4 Methylgruppen als Seitengruppen.

Das Molekulargewicht betragt 536,9 g/mol. Es besteht eine groRe Empfindlichkeit gegeniiber
51 50 51

Licht, Sauerstoff, Sauren wie auch hohen Temperaturen®,>,>". Es handelt sich um eine
kristalline Verbindung, welche nur in apolaren Losungsmitteln 16slich ist.

RV T TV e e

Betacarotin

Abbildung 7: Strukturformel von Betacarotin
(Quelle:https://mylife-natureplus.de/img/cms/Betacarotin_1.png)

2.5.2 Glutathion (GSH,endogenes AQO)

Glutathion (GSH) gehoért zu den wasserloslichen nicht-enzymatischen endogenen AOs und
kommt in allen menschlichen Zellen vor.

Es ist ein Tripeptid und wird aus den drei Aminosauren Glutaminsaure, Cystein und Glycin
gebildet. Aus diesen Aminosauren wird es in einem zweistufigen Prozess synthetisiert.

GSH hélt die reduzierenden Bedingungen in den Zellen aufrecht, indem es selbst oxidiert
wird (Abbildung 8). Dies geschieht, indem sich zwei oxidierte GSH durch eine
Disulfidbriicke verbinden und somit Glutathion-Disulfid (GSSG) entsteht. Die freien
Sulfhydryl-(SH-) Gruppen des GSHs dienen als Elektronendonatoren, um die unbesetzte
Stelle der freien Radikalen zu besetzten und so unschédlich zu machen®.

Glutathion liegt in der Zelle in zwei verschiedenen Zustanden vor: als reduziertes GSH
(Sulfhydryl) ca 99% in einer gesunden Zelle oder in der oxidierten Form GSSG (Disulfid)*.
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Abbildung 8: Reduktion und Oxidation von GSH
(Quelle:https://www.inflammatio.de/fileadmin/_processed_/5/6/csm_Gluthation_Abb_64f0edc187.png)

Die NADPH-abhéangige Glutathionreduktase regeneriert GSSG zu GSH.

Prinzipiell versucht der Koérper immer eine hohe Konzentration an reduziertem GSH in den
Zellen aufrecht zu erhalten, um oxidativem Stress entgegenwirken zu konnen.

Die Konzentrationsbestimmung von der Gesamtmenge an Glutathion (GSH + GSSG) und
GSSG erlaubt die Quantifizierung von GSH. Uber das Verhaltnis der beiden Molekiile lassen
sich Riickschliisse auf den oxidativen Stress innerhalb einer Zelle schlieRen*.
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2.6 Nanopartikel

Der Begriff Nanopartikel beschreibt Verbindungen von Atomen oder Molekdlen, die laut
Definition durch die Europaische Union eine Gréf3e zwischen 1 und 100 Nanometern
aufweisen, unabhangig ihres Aggregatzustandes®. Nanopartikel finden Anwendung in der

Medizin, Kosmetik, aber auch z. B in der Lackindustrie.
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Abbildung 9: GroRRenvergleich Nano zu Gigameter
(Quelle:https://www.nanowissen.bayern.de/nanolab/mit_hightech_zwergen_auf_der_spur/pic/groesse

nvergleich.jpg)

2.6.1 Nanokristalle

Nanokristalle bestehen zu 100% aus dem reinen Wirkstoff, wodurch auch schwer losliche
Stoffe eine weitaus héhere Bioverfligbarkeit erreichen® . Es ist somit keine Matrix aus z. B
Polymeren mehr nétig und sie besitzen sowohl eine héhere Sattigungsldslichkeit wie auch
eine erhohte Ldsungsgeschwindigkeit, wenn man sie mit z.B. Mikropulvern vergleicht. Sie
kénnen somit leichter und schneller z.B. in Zellen aufgenommen werden®’. Sie weisen nur
eine Gréle von einigen nm bis < 100 nm auf.

Nanokristalle  werden  durch  eine  sogenannte  Nassmahlung oder  durch
Hochdruckhomogenisation gewonnen, man erhalt dadurch eine Nanosuspension, die sehr

leicht in verschiedenen Formen weiter zu verarbeiten ist™®.
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3. Zielsetzung

Die formulierte Hypothese dieser Arbeit war: ,[3-Carotin schitzt Hautzellen vor exogenem

Stress".

Vorab musste hierfiir ein gut reproduzierbarer und moderater exogene Stressfaktor fir die
Zellen gefunden werden. Hierbei wurde als Stressor neben VIS/NIR Strahlung auch erhdhte
Temperatur untersucht. Gemessen wurde die Radikalproduktion der sekundaren
Keratinozyten (HaCaT-Zellen) mittels der ESR-Spektroskopie. Abzuklaren war auch wie und
in welcher Konzentration das 3-Carotin in die Zellen gelangen sollte.Die Aufnahme von R3-
Carotin Nanokristallen wurde mittels Raman Spektroskopie nachgewiesen und die
Zellviabilitdt nach Gabe verschiedener Konzentrationen Uberprift.In der finalen Testung
sollte der Schutzeffekt von [-Carotin in zwei Konzentrationen untersucht werden und
inwiefern die Zugabe von RB-Carotin das endogene antioxidative System beeinflusst.Hierfur
wurde zusatzlich zu den Radikalmessungen das Glutathion-Level (reduzierte und oxidierte
Form: GSH/ GSSG) als Vertreter des endogenen antioxidativen Systems vor/nach
Bestrahlung sowie vor/nach gezielter Supplementation mit den unterschiedlichen B-Carotin-
Konzentrationen, charakterisiert, um das Zusammenspiel des endogenen und exogenen

antioxidativen Systems nach moderater Stressinduktion n&her zu untersuchen.
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4. Material und Methoden

4.1 Studiendesign

Fur die Studie musste vorab ein exogener moderater Stress festgelegt werden. Getestet
wurden neben VIS/NIR-Bestrahlung auch unterschiedliche Temperaturen und die NIR-
Bestrahlung alleine (Abbildung 10).

ESR

Messungen des oxidativen Stresses

42°C 37°C 22°C NIR Strahlungsbereich

Abbildung 10: Schematische Darstellung der ersten Testungen im ESR mit 42°C,37°C,22°C und dem
NIR Strahlungsbereich

Temperaturstress sowie NIR-Bestrahlung brachten im vorgesehen Zeitinterwall nicht die
gewunschte Radikalproduktion, weshalb die VIS/NIR-Bestrahlung ausgewahlt wurde.

ZELLVIABILITATSTEST

RRS

B-Carotin Aufnahme

Trypan Blau XTT

Abbildung 11 a: Finales Studiendesign, RRS Testungen zur 3-Carotin Aufnahme,
Zellviabiltéatstestungen mit Trypan Blau und XTT
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mit Bestrahlung ohne Bestrahlung

VIS/NIR VIS/NIR
Al B T e R L
B-Carotin B-Carotin :

GSH/GSSG ASSAY

Abbildung 12 b: Finales Studiendesign, ESR Testungen der 6 finalen Proben mit abschlieBender
Bestimmung des GSH/GSSG

Der Nachweis, dass UV-Bestrahlung starken oxidativen Stress auslost, ist schon vielfach
erbracht worden®,%°. In dieser Studie wurde ein moderater Stress in Form von VIS/NIR-
Bestrahlung gewahlt.

Die Zellviabilitait nach Bestrahlung wurde stets mit Trypan-Blau Uberprift. Als Antioxidant
wurde B-Carotin als Nanokristall verwendet.

Der Nachweis der Aufnahme wurde durch die Resonanz Raman Spektroskopie (RRS)
ermittelt. Mittels eines Zellviabilitatstests (XTT) wurde die Vertraglichkeit unterschiedlicher -
Carotin Konzentrationen untersucht, orientiert wurde sich hier an der physiologischen
Konzentration im humanen Blutplasma. Final verwendet wurde die Konzentration von 0,1
und 0,02 pg/ml.

Die Radikalproduktion wurde nach einer Stunde Inkubationszeit von (3-Carotin mit der ESR-
Spektroskopie in einem Messzeitraum von 32 min untersucht unter Verwendung eines

Biotemperators (37°C), um weiteren exogenen Stress (Temperaturstress) auszuschlie3en.
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Tabelle 2: Verwendete Einstellungen fur die ESR-Messungen

VERWENDETE EINSTELLUNGEN FUR DIE ESR-MESSUNGEN

Temperatur 37°C, Biotemperator

Messintervall alle 4 Minuten

Getestet wurden abschlieRend die folgenden 6 Proben (Tabelle 3).

Tabelle 3: Ubersicht der gemessenen ESR-Proben

UBERSICHT DER GEMESSENEN ESR-PROBEN

VIS/NIR B-Carotin B-Carotin B-Carotin B-Carotin
0,1 pg/ml 0,02 pg/ml 0,1 pg/ml 0,02 pg/ml
+ +
VIS/NIR VIS/NIR

Nach der VIS/NIR-Bestrahlung mit und ohne Supplementation von B-Carotin wurden die 6
Proben fur die Untersuchung im Anschluss auf ihren antioxidativen Status (B-Carotin (4.4),
GSH/GSSG (4.5)) untersucht.

4.2 Nanopartikelformulierung

Fur die Untersuchung der Wirkung einer gezielten Supplementation mit B-Carotin auf das
antioxidative System von Hautzellen, wurde B-Carotin der Firma Sigma Aldrich, (Darmstadt,
Deutschland) verwendet. Die B-Carotin Nanokristalle wurden von der Arbeitsgruppe von Frau
Prof. Dr. Cornelia Keck (Universitat Marburg) zur Verfigung gestellt. Hierfir wurden 3g der
noch unbearbeiteten Suspension, welche 5% f-Carotin und 2,5% Alkyl Polyglycoside
(Plantecare 2000, BASF, Deutschland) als Stabilisator enthielt, verwendet. Dieses wurde mit
100% destilliertem Wasser in einer Phiole mit Mahlperlen — (3 g (& 0.1 mm) und mit
Zirkonperlen (3 g, @ 0.5 mm) (Fritsch, Idar Oberstein, Deutschland) - zum Zerkleinern
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gegeben. Fir 8 Stunden wurde die Suspension dann in einem Magnetriihrer bei 800rpm
verarbeitet und konstant auf unter 10°C heruntergekiihlt® .

Uberpruft wurde die GroRe/GroRenverteilung der Partikel dann anschlieRend durch die
Messung der dynamische Lichtstreuung (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments, UK),
durch Laserbeugung (LD Mastersizer 2000, Malvern Instruments, UK) und durch
Lichtmikroskopie (DM1000, Leica Microsystems, Deutschland). Der abschliel3ende
Durchmesser der 3-Carotin-Kristalle entsprach in etwa 150 nm.

Mit dem Verfahren der Laserbeugung und der zusatzlichen Kontrolle durch die
Lichtmikroskopie wurde das Vorhandensein groRerer Partikel ausgeschlossen. Die
Verteilung der Partikel wurde durch die dynamische Lichtstreuungsmessung geprift; der
Polydispersitatsindex lag unter 0,25. Dieser Index beschreibt die
Molekulargewichtsverteilung einzelner Molekilmassen in Proben von polymeren Stoffen. Die
Verteilung ist wichtig fur die spateren physikalischen, mechanischen und rheologischen

Eigenschaften®.

4.3 Zellkultur

4.3.1 Zelllinie — Kerantinozyten

Bei den verwendeten Zellen handelt es sich um sekundare Keratinozyten aus der HaCaT
Zelllinie (Deutsches Krebsforschungszentrum Heidelberg, Cell line service, item Nummer:
300493 Deuschland) mit der Passagenzahl 49.

4.3.2 Zellkultivierung

Um die HaCaT-Keratinozyten nicht vorzeitigem Stress auszusetzen, wurden alle Reagenzien
vor Beginn auf 37°C erwarmt.

Die Zellen wurden in RPMI 1640 Medium (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) unter
Zugabe von 1% Penicillin/Streptomycin (Biochrom, Berlin, Deutschland), 2% Glutamine
(Biochrom, Berlin, Deutschland) und 10% FCS (PAA Laboratories, Vienna, Osterreich)
kultiviert.

Kultiviert wurde in 75 cm? Flaschen bei 37°C, 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit.

Nach dem Erreichen einer Konfluenz von ca 80%, wurden die Zellen Uber eine Trypsination
(0,5% Trypsin und 0,2% EDTA, Gibco, Introgen, Carlsbad, CA, USA) geerntet, gezahlt und
anschlieBend wieder in einer neuen 75 cm? Flasche ausgesét oder fir die experimentellen

Untersuchungen verwendet.
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4.3.3 Zellviabilitatsbestimmung (XTT-Assay)

Fur die Vitalitatsbestimmung der Zellen wurde mit dem auf Tetrazoliumsalz basierenden XTT
Assay (Roche, Berlin, Germany) gearbeitet. Hierbei handelt es sich um eine verbreitete
Methode, um die Vitalitdt metabolisch aktiver Zellen nachzuweisen.

In den Mitochondrien der aktiven Zellen wird das gelbe Tetrazoliumsalz XTT (2,3-Bis-(2-
Methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilid)  durch  Reduktasen  der
Atmungskette zu Formazan metabolisiert (Abbildung 12), dieses farbt sich orange. Dieser
Farbumschlag ist durch Messung der optischen Dichte nachweisbar. Die Intensitat des
Farbumschlages ist direkt proportional zur Zellviabillitat.

Fir die Untersuchungen wurden 1.5 x 10* Zellen/Well in einer 96-Mikrowell-Platte (Falcon ®,
VWR, Darmstadt, Deutschland) fiir 24h bei 37°C und 45% CO, inkubiert.

Nach dieser Zeit wurden 100 pl RPMI-Medium mit verschiedenen B-Carotin Konzentrationen
versetzt (0,2 ug/ml, 0,5 pg/ml, 0,08 pg/ml, 0,05 pg/ml, 0,02 pg/ml) und die Zellen erneut fur
eine Stunde bei 37°C, 5% Co, und 100% Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Die finalen Konzentrationen an (-Carotin fiir die ESR-Testungen orientierten sich an der
physiologischen Konzentration im Blutplasma und wurde durch vorangegangen
Viabilitdtsuntersuchungen festgelegt.

Eine Positivkontrolle zur Uberprifung des Testverfahrens wurde mit Triton-X (0,1%, Sigma
Aldrich, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Nach der einstlindigen Inkubationszeit
wurden der Uberstand mit B-Carotin nach Zentrifugation (beginnend mit 7 Minuten mit 380 g,
dann 1 Minute bei 1.6x 10* g) vorsichtig entfernt, ohne das sich abgesetzte Zellpellet zu
beriihren. Das am Boden des Gefalles ubrig gebliebene Zellpellet wurde mit PBS
gewaschen und anschlieRend wird 100 pul RPMI Medium ohne Phenolrot versetzt. Es erfolgte
die Zugabe von 50 pl/Well der XTT-Arbeitslosung, auf 50 pl/well der Zellsuspension und ein
vorsichtiges Mischen der Losungen. Nach erneuter Inkubation fur 2 Stunden im CO,-
Inkubator (37°C) wurde die Platte noch einmal vorsichtig bewegt, um den Farbstoff gut zu
verteilen. Wichtig war die Vermeidung von Luftblasen fir das Messen der Platte.

Um die Zellviabilitdt nachzuweisen, wurde die Absorption bei 492 nm und die Referenz bei
690 nm mittels einem ELISA Reader (Enspire, PerkinElmer, Waltham, USA) durchgefihrt.
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Abbildung 13: Reduktion von XTT zur Bildung des farbigen Formazanderivats.
(Quielle: https://lwww.creative-bioarray.com/support/colorimetric-cell-viability-assay.htm)

4.3.4 Trypan-Blau-Farbung

Die Trypan-Blau-Farbung (Sigma Aldrich, Darmstadt, Deutschland) ist eine
Standardmethode zum Nachweis der Zellviabilitat. Chemisch handelt es sich um einen
anionischen Diazofarbstoff, der sich an Proteine bindet®® (Abbildung 13). Andere Namen sind
auch: 3,3-Dimethyl-4,4'-bis(5-amino-4-hydroxy-2,7-disulfonaphthyl-3-azo)-[1,1"-biphenyl],
Benzaminblau oder Direkt Blau 14.

Abbildung 14: Strukturformel von Trypan Blau

(Quelle : Von Kuebi = Armin Kiibelbeck - own work, made with BKchem, Gemeinfrei,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=5829625)

Der Farbstoff Trypan-Blau kann nicht ins Innere einer intakten Zelle gelangen und farbt somit
nur geschadigte oder tote Zellen, die eine geschadigte Zellmembran aufweisen, dunkelblau
an. Nicht durch die Farbung zu beurteilen ist, ob eine Zelle noch voll funktionsfahig ist.
Trypan-Blau ist stark zytotoxisch, so dass eine Auswertung innerhalb weniger Minuten
stattfinden muss, um Verfalschungen zu vermeiden. Es findet neben der Anwendung zur
Zellviabilitatsbestimmung auch Anwendung in der Augenchirugie; hier um erkranktes

Gewebe zu markieren.
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Nach allen durchgefihrten ESR-Messungen wurde die Zellviabilitat mittels dieser Farbung
Uberproft. Daftr wurden jeweils 100 pl der zu untersuchenden Zellsuspension mit 20 pl
Trypan-Blau fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Fir die Auszéhlung wurden dann
10 pl verwendet und mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer unter einem Leica DMi 1
Mikroskop (Leica, Wetzlar, Deutschland) gezahlt. Dadurch konnte das Verhaltnis von toten

zu lebenden Zellen bestimmt werden.

4.4 Elektronenspinresonanz (ESR) -Spektroskopie

Um oxidativen Stress in Hautzellen nachweisen zu kdnnen, ist die Elektronenspinresonanz
(ESR)-Spektroskopie gut geeignet. Man nennt sie auch paramagnetische Spektroskopie,
weil man mit ihr paramagnetische Stoffe untersuchen kann. Dies wird ermdglicht, wenn ein
oder auch mehrere ungepaarte Elektronen vorhanden sind. Diese ungepaarten Elektronen
sind permanent in Bewegung und durch ihren quantenmechanischen Eigendrehimpuls

konnen sie ein magnetisches Feld erzeugen.

Der Aufbau des ESR-Gerédtes besteht aus einer Mikrowelleneinheit, die wéahrend der
Messung die Frequenz der Mikrowelle konstant halt und einem &aufleren variablen
Magnetfeld. Bringt man ein ungepaartes Elektron in dieses Magnetfeld, spaltet es sich durch
die Mikrowellen-Strahlung in zwei Energieniveaus auf: den Grundzustand des Elektrons E-
und dem aktivierten Zustand E+. Man nennt diese Energie-Aufspaltung den Zeeman-Effekt.
Er ist proportional zum von auBRen angelegten Magnetfeld (Abbildung 14). Um vom
energetisch niederen Energieniveau auf das angeregte Energieniveau zu kommen, muss
Energie in Form von Mikrowellenstrahlung absorbiert werden (Resonanzbedingung). Je
starker das &ul3ere Magnetfeld ist desto stérker ist die Aufspaltung. Als ESR-Signal erhélt

man dann nicht das Absorptionssignal, sondern die erste Ableitung.
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Abbildung 15: Aufspaltung von Elektronen in einem von auf3en angelegten Magnetfeld ( Zeeman-
Effekt) https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/a/a9/EPR _splitting.jpg/1280px-
EPR_splitting.jpgQuelle:

4.4.1 Spinmarker Tempo

Da freie Radikale sehr reaktionsfreudig sind, wurde als stabilisierende Markersubstanz das
semistabile Radikal TEMPO (2,2,6,6-Tetramethylpiperidinyloxyl) verwendet (Abbildung 15).
TEMPO besitzt ein ungepaartes freies Elektron und damit ein paramagnetisches Moment.
Man nennt einen solchen Stoff auch Radikalfanger. TEMPO kann mit freien Radikalen
reagieren und bildet einen Komplex, der mit der ESR-Spektroskopie nicht mehr detektierbar
ist®,

Im Versuch wird das ESR-Signal des ungebundenen Markers TEMPO gemessen, welches
umgekehrt proportional zur Anzahl der freien Radikalen in der Probe ist. Das heif3t, je mehr
nicht detektierbares TEMPO vorhanden ist, um so mehr freie Radikale wurden gebildet und
das Signal fallt Gber die Zeit ab (Abbildung 16).

Abbildung 16: Strukturformel des ESR-Markers TEMPO. (Quelle:Von NEUROtiker - Eigenes Werk,
Gemeinfrei, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=3519555).
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Abbildung 17: Schematische Darstellung von ESR-Messungen mit dem ESR-Marker TEMPO;
Markerlésung (schwarz), Markerldsung mit Zellen zur Erfassung der metabolischen Aktivitat (blau),
Markerldsung mit Zellen und externer Bestrahlung zur Beurteilung der Radikalinduzierung durch UV-
Bestrahlung (rot).

4.4.2 Durchfihrung von ESR-Messungen

Um die Entstehung von oxidativem Stress in den HaCaT-Zellen nachzuweisen, wurde ein X-
Band-ESR-Spektrometer (MiniScope MS 400, Magnettech, Berlin, Deutschland) verwendet.
Folgende Messparameter wurden hierbei eingestellt: Mikrowellenfrequenz 9,4 GHz,
Mikrowellen Leistung 10 mW, Magnetfeld 336 mT, Sweep 5,3 mT, Modulationsamplitude 0,2
mT, Mikrowellenddmpfung : 10 dB, Sweep Zeit 20 s. Wahrend der Testung wurde als
Spinmarker TEMPO (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland) verwendet.

Fir die ESR Messungen wurden jeweils 1x 10° Zellen/ml zuvor mit B-Carotin (0,02 und 0,1
pg/ ml) fur eine Stunde bei 37°C, 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Diese beiden Konzentrationen wurden auf Grund ihrer guten Ergebnisse bei den
vorangegangenen Zellviabillitditsuntersuchungen mittels XTT ausgewabhilt.

Danach wurde der Uberstand vorsichtig entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen. Um den
Metabolismus der Zelle zwischen den Testungen zu gewahrleisten, wurde das Zellpellet in
einer PBS/Glukose Ldsung (1 mg/ml) (Merck, Darmstadt, Deutschland) resuspendiert. Bis
zur Testung im ESR-Geréat wurden die Proben in einem Wasserbad mit konstanten 37° C
aufbewahrt, um zuséatzlichen Stress durch Temperaturdnderungen zu vermeiden.
Unmittelbar vor der Messung im ESR-Gerét wurde die zu untersuchende Probe mit dem
Spinmarker TEMPO (Stammldsung: 1 mM in PBS), versetzt (Endkonzentration: 5 pM).

Fur die Versuche wurden 500 pl der mit TEMPO angereicherten Zellsuspension in eine

spezielle Zellkivette (Magnettech, Berlin, Deutschland) gefillt. Beim Befiillen der Kivette
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war darauf zu achten, dass keine Luftblasen entstehen, die die ESR-Messung beeinflussen
kénnten.

Um auch hier sicherzustellen, dass kein zuséatzlicher externer Stress die Messergebnisse
verfalscht, wurde ein Biotemperator (BTCO1, Magnettech, Berlin, Deutschland) verwendet,
der die Temperatur konstant bei 37°C hielt.

Fir die Auswertung der Daten wurde die Analyse-Software Mplot (Magnettech, Berlin,
Germany) genutzt.

Hierbei wurde die temporare Verringerung des am Anfang gemessenen TEMPO Spektrums
(peak to peak analysis) berechnet.

Alle Ergebnisse wurden zu den unbehandelten Kontrollzellen normiert.

Fur Ergebnisse der Versuchsreihe (n=6) wurden die entsprechenden Mittelwerte berechnet.

4.5 Bestrahlung

Fur die Bestrahlung der Zellen im Rahmen der ESR-Testung wurde ein Sonnensimulator
(Low Cost Solar Simulator LS0104 mit einer Type Xenon short arc 150W, LOT-Quantum
Design GmbH) mit einer optischen Faser VIS/NIR (420-2000 nm; LOT-Quantum Design
GmbH) in Kombination mit einem Langwellenfilter 400FH90-50s (LOT-Quantum Design
GmbH) verwendet. Bestrahlt wurde im Bereich des nahen Infrarot (IR) und des sichtbaren
Lichts (VIS) bei 400 nm - 2000 nm.

Die Zellen wurden mit einer Bestrahlungsdosis von 46,8 J/cm? bestrahlt. Vor und nach jeder
Testreihe wurde die Intensitat der Bestrahlung mit einem Leistungsmessgerat Uberprift.
Direkt nach der Initialmessung jeder Probe wurde mit der kontinuierlichen Bestrahlung

begonnen.

4.6 Resonanz -Raman-Spektroskopie (RRS)

Benannt nach dem indischen Physiker und Nobelpreistrager Chandrasekhara Venkata
Raman beschreibt der sogenannte Raman-Effekt die Wechselwirkung zwischen der
Elektronenhille eines bestrahlten Molekils und der angesetzten elektromagnetischen
Strahlung. Es handelt es sich hierbei um eine Methode zur spektroskopische Untersuchung
von Molekilen oder anderen Festkorpern unter zur Hilfenahme inelastischer Streuung des
Lichts. Der zurickgeworfene Strahl eines monochromatischen Lichts, Ublicherweise ein
Laser, wird durch die angestrahlte Probe verandert. Der kleinere Teil der Probe der
inelastisch gestreut wird, nennt sich Ramanstrahlung. Der Rest des Strahls wird elastisch

37



gestreut und der einfallende Strahl und das Streulicht haben die gleiche Frequenz und
Energie. Angeregt wird in der klassischen Ramanspektroskopie in einem virtuellen Zustand.
Es ist mit dieser Methode méglich, bestimmte Molekiile nachzuweisen®®.

In dieser Arbeit wurde die Methode der resonanten Ramanspektroskopie angewandt. Hierbei
wird nur ein Teil des Proteins durch den Laser angeregt und das daraus resultierende
Streulicht dann ausgewertet. Der grofdte Teil besteht aus der sogenannten Rayleigh-
Streuung, einige der Linien sind hier jedoch um den Betrag einer Schwingungsanregung
verschoben. Diese Verschiebungen relativ zur Anregungswellenlange bilden dann das
Raman-Spektrum. Da die klassischen Ramanlinien viel kleiner sind, kénnen sie in diesem
Spektrum nicht gesehen werden. Zur Bestimmung des Gesamt-Carotinoid-Levels wurde
Licht der Wellenlange 488 nm verwendet, Lycopin kann mit einer Wellenlange bei 514 nm

detektiert werden (Abbildung 17)
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Abbildung 18: Absorption von R-Carotin und Lycopin
Quelle:https://www.spiedigitallibrary.org/Contentimages/Journals/JBOPFO/18/6/061230/Figurelmages

/JBO_18_6_061230_f001.png

Diese nicht-invasive, sehr empfindliche Messmethode, erlaubt es, B-Carotin in Gewebe oder
Suspensionen nachzuweisen® und ist gerade bei wassrigen Proben sehr zuverlassig im
Vergleich zur z.B. der Infrarot-Spektroskopie und somit fur die Untersuchung von HaCaT

Zellsuspensionen sehr geeignet.

4.6.1 Durchfuhrung der RRS-Messungen

Um die Aufnahme von B-Carotin in lebenden Zellen nachzuweisen, wurde die Resonanz

Raman Spektroskopie (RSS) verwendet.
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Fur die Messung wurden HaCaT-Zellen mit den zwei ausgewahlten p-Carotin
Konzentrationen (0,02 und 0,1 pg/ml) fir 1 Stunde inkubiert. Danach wurden die intakten
Zellen (1x10° Zellen/ml) gewaschen und in einer PBS/Glucose Lésung suspendiert und
direkt mittels RRS gemessen. Dafir wurden 500pl der Zellsuspension in eine 1,00 mm
Quartz-Glaskuvette (Hellma®Analytics GmbH, Mullheim, Deutschland) gefillt und bei 488nm
angeregt. Unbehandelte Zellen wurden als Kontrollzellen verwendet.

Jede einzelne Probe wurde dreifach gemessen; insgesamt wurde die [3-Carotin Aufnahme
dreimal an unterschiedlichen Messtagen untersucht

4.7 Messung von reduziertem (GSH) und oxidiertem (GSSG) Glutathion

Um die Auswirkung einer gezielten Supplementation mit B-Carotin auf das endogene
antioxidative System zu untersuchen, wurde das Verhaltnis von reduziertem (GSH) zu
oxidiertem (GSSG) Glutathion photometrisch bestimmt.

Fir die Konzentrationsbestimmung wurde der Amplite™ Flourimetric Glutathion GSH/GSSG
Ratio Assay Kit (AAT Bioquest, Sunnyvale, CA, U.S.A) verwendet, mit dem man reduziertes
und oxidiertes GSH anhand eines nicht-fluoreszierenden Farbstoffes, der in Kombination mit
GSH eine stark fluoreszierende Reaktion zeigt, nachweisen kann.

Von den vorbehandelten HaCaT-Zellen (1x10°, die mit den ausgewahlten B-Carotin-
Konzentrationen (0,02 und 0,1 pg/ml) behandelt wurden, wurde nach der VIS/NIR-
Bestrahlung im ESR-Gerét das Zelllysat gewonnen. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen
und im Anschluss in eiskaltem Triton-X (0.1%ig) resuspendiert und fur 10 Minuten auf Eis
gelagert. Danach wurden die Zellsuspensionen auf Eis fir 90 Sekunden mit Ultraschall
behandelt (UP100H, Hielscher Ultrasonics, Teltow, Deutschland). Um das Zelllysat zu
gewinnen, wurde die Zellsuspension fiir 7 Minuten bei 380g und 1 Minute bei 1.6x10%g
(Universal 320 R, Firma Hettich Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland)
zentrifugiert. Fur die weiteren Untersuchungen wurden 100 pl des Uberstandes verwendet.
Die nicht verwendeten Reste der Proben wurden bei -80°C eingefroren.

Fur die Messung im ELISA Reader wurde eine 96Well-Platte verwendet (Perkin Elmer,
Rodgau, Deutschland) und 50 pl des Zelllysats mit entweder 50 pl des GSH Assays oder
50ul der Total-GSH-Mixtur des Assays gemischt. Die Platte wurde fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Fluoreszensmessung bei
einer Anregung von 490 nm und einer Emission von 520 nm.

Die Auswertung der Konzentrationen von reduziertem und oxidiertem GSH erfolgte mit einer
erstellten Standardkurve von GSH und Total GSH. Insgesamt wurden drei Testreihen mit

jeweiliger Doppelmessung untersucht.
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4.8 Statistische Auswertung

Um die gewonnenen Daten statistisch auszuwerten, wurde das Programm IBM SPSS
Statistics 22 (IBM, Chicago, lllinois, USA) verwendet. Dabei wurden zwei verschiedene
Algorithmen angewendet. Der Generalized Estimating Equation (GEE) wurde zur Analyse
eines gesamten Messzeitraums genutzt. Um die statistische Signifikanz zu einem
bestimmten Zeitpunkt zu untersuchen, wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Ab

einem p-Wert von < 0,05 ergab sich eine statistische Signifikanz.
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5. Ergebnisse

5.1 Testung moderater Stressfaktoren

Um die antioxidative Wirkung von B-Carotin zu untersuchen, musste zuvor eine Form von
oxidativem Stress festgelegt werden, der die Zellen zwar signifikant stresst, sich aber nicht
signifikant auf ihre Zellviabilitat auswirkt. Zum Zweck dieser Untersuchungen wurden vorab
verschiedene Messungen mit der ESR-Spektroskopie durchgefuhrt. Es wurde Bestrahlung
im sichtbaren nahen IR Bereich sowie unterschiedliche Temperaturen (Abbildung 18)
untersucht.
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® VIS+NIR (32,5mW/Cm2) @ 37°C (Kontrolle)
@ NIR (40 mW/Cm?) @ 42°C

@ 37°C (unbehandelte Kontrolle)

Abbildung 19: Untersuchung der Radikalproduktion nach 32 min Bestrahlung im VIS
(32,5W/Cm2),NIR (4OmW/Cm2) und 37°C (unbehandelte Kontrolle) und im Vergleich 37°C (Kontrolle
und 42°C mittels der ESR-Spektroskopie unter der Verwendung des Spinmarkers TEMPO [5uM]
(n=6); Mittelwert £ SEM

In Abbildung 17 ist erkennbar, dass nach der Bestrahlung mit VIS und NIR die meisten
Radikalen in den HaCaT Zellen nach 32 Minuten gebildet werden. Es gibt einen deutlichen
Anstieg in der Radikalproduktion der HaCaT-Zellen im Vergleich zur Kontrolle (unbestrahlte
Zellen). Wobei nur der VIS/NIR Bereich deutlich Gber 110% liegt. Vergleicht man die
Testungen mit dem Stressfaktor Temperatur, physiologische Temperatur (37°C) versus

erhdhter Temperatur (42°C) ist kein eindeutiger Anstieg in der Radikalproduktion im
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Vergleich zur Kontrollgruppe zu erkennen. In dem festgelegten Zeitraum von 32 Minuten
konnte nur mit der Bestrahlung im Bereich VIS/NIR (400nm - 2000nm) ein moderater, aber
messbarer Stress, im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt werden.

5.2 Zellviabilitat (XTT)

Um die passende Konzentration an (-Carotin zu ermitteln, wurde die Zellviabilitat der
HaCaTt-Zellen mit einem Tetrazolium-Salz basierten Assay bestimmt (XTT). Hierbei wurde
die Entwicklung von NAD(P)H durch Glycolyse gemessen, die mit dem Metabolismus aktiver
Zellen korreliert. Die eingesetzten Konzentrationen an (3-Carotin orientierten sich an den

menschlichen Blutplasma-Konzentrationen die bei ca. 0,33-0,44 nmol/g Carotinoiden liegen
53

Nach einer Stunde Inkubation mit den unterschiedlichen B-Carotin Konzentrationen (0,02,
0,05, 0.08, 0,1 und 0,2 pg/ml) ist keine signifikante Beeinflussung der Zellviabilitat im

Vergleich zu den unbehandelten Zellen (Negativkontrolle) zu erkennen (Abbildung 19).

Eine B-Carotin Konzentration von 0,02 pg/ml zeigte die geringsten Auswirkungen auf den
Metabolismus (95%) der Zellen. Eine zehnfach hohere Konzentration hingegen (0,2 pg/ml)
zeigte den groten Einfluss auf den Zellmetabolismus (90%) im Vergleich zur
Negativkontrolle. Die Positivkontrolle wurde mit Triton X (0.1%) durchgefiihrt. Es zeigte sich

eine verringerte Zellviabilitat mit einer Signifikanz von p< 0,01.
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Abbildung 20: Zellviabilitdét der HaCaT Zellen nach 1 Stunde Inkubation mit unterschiedlichen
Konzentrationen von [3-Carotin Nanokristallen (0,02, 0,05, 0,08, 0,1 und 0,2 pg/ml) im Vergleich zu
unbehandelten Zellen und einer positiv Kontrolle mit Triton X 0.1%, Mittelwert (n=6) + SEM, **p < 0,01.

Fir die weiteren Untersuchungen wurden eine 3-Carotin Konzentrationen von 0,02 und 0,1

pg/ml ausgewahilt.

5.3 Untersuchung der Zellaufnahme von ausgewahlten B-Carotin
Konzentrationen mittels RRS

Die RRS ermdglicht die Untersuchung der Konzentration von Carotinoiden in die Haut sowie
auch in Blut/Flussigkeiten*“®. Um die Aufnahme der ausgewahlten B-Carotin-
Konzentrationen (0,02 und 0,1pg/ml) in HaCaT-Keratinozyten zu untersuchen, wurde eine
Wellenlange von 488 nm verwendet. Nach einer Stunde Inkubation der Zellen mit den
verschiedenen Konzentrationen wurden die Zellen mit PBS gewaschen und im Anschluss die
Zellsuspensionen mittels RRS gemessen. Es kann gezeigt werden, dass [(-Carotin-
Nanokristalle generell von HaCaT-Zellen aufgenommen werden koénnen. Es kann eine
positive Korrelation zwischen der nachweisbaren Konzentration von -Carotin in den Zellen
und der Konzentration des supplementierten (3-Carotins festgestellt werden (Abbildung 19).
So erhdhte sich die Aufnahme des B-Carotins um den Faktor 4,5 bei einer Erhéhung auf die
5fache Dosis (p< 0,05).

Verglichen mit den unbehandelten Zellen zeigten die Zellen nach einer Inkubation mit der

Konzentration von 0,1 pg/ml eine Signifikanz von p< 0,01.
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Abbildung 21: Messung der Aufnahme von B-Carotin-Nanokristallen (0,02 pg/ml und 0,1 pg/ml) in
HaCaT-Zellen mittels der Resonanten Raman Spektroskopie bei 488 nm.

5.4 Untersuchung der Radikalproduktion mittels der Elektronenspinresonanz
(ESR)-Spektroskopie

Um die Radikalproduktion vor und nach der VIS/NIR-Bestrahlung sowie mit den zwei
unterschiedlichen B-Carotin-Konzentrationen zu untersuchen, wurde die ESR-Spektroskopie
angewendet. Die Zellproben wurde hierzu direkt vor den ESR-Messungen mit dem
Spinmarker TEMPO versetzt, das leicht von den Zellen aufgenommen werden kann und

direkt mit freien Radikalen reagieren kann.

Es konnte nach der Aufnahme der zwei unterschiedlichen B-Carotin-Konzentrationen ein
leichter oxidativer Stress nachgewiesen werden (Abbildung 20), im Vergleich zu den
Kontrollzellen (ohne Bestrahlung bzw. ohne gezielter Supplementierung). Eine Konzentration
von 0,02 pg/ml B-Carotin forderte die Radikalproduktion um etwa 2%, wobei eine funffach
hohere Konzentration, im Vergleich zu den Kontrollzellen, die Radikalbildung um etwa 4%
erhdhte. Durch vorhergehende Untersuchungen mit verschiedenen Strahlungsintensitaten
und Temperaturen wurde eine Strahlung im VIS/NIR Bereich festgelegt. Es konnte bei dieser
Bestrahlung eine Erhohung des oxidativen Stresses um 10% im Vergleich zu den
Kontrollzellen nachgewiesen werden mit einer Signifikanz von p < 0.01. Eine Kombination

der zuvor mit B-Carotin behandelten Zellen (1 Stunde Inkubation mit den zwei ausgewahlten
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Konzentrationen) gefolgt von einer Bestrahlung durch VIS/NIR konnte einen positiven Effekt
des B-Carotins auf die Radikalentwicklung zeigen. Diese war, im Vergleich zu bestrahlten,
nicht supplementierten Zellen verringert. Eine héhere B-Carotin-Konzentration von 0,1ug/ml
war weniger effektiv, im Vergleich zur geringeren Konzentration. Dennoch zeigte sie eine

Signifikanz von p < 0.05 im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen.

@® unbe-
handelte
110 Kontrolle
® Zellen +
0,02ug/ml
B-Carotin
105 % Zellen +
0,1pg/ml
p-Carotin

% Zellen +

100 VIS/NIR

@ Zellen +
VIS/NIR +
0,02ug/ml

95 B-Carotin

Radikalproduktion [%] zur Kontrolle

% Zellen +
VIS/NIR +
0,1ug/ml
p-Carotin

90

unbe- +B-Carotin VIS/NIR VIS/NIR
handelt +B-Carotin

Abbildung 22: Messung der Radikalproduktion in HaCaT-Zellen vor/ nach VIS/NIR-Bestrahlung (46.8
J/cmz) sowie ohne/ mit R-Carotin-Supplementation (0,02 und 0,1 pg/ml) mittels der ESR-
Spektroskopie. Mittelwert (n=6) + SEM, *p < 0.05, **< 0.01.

5.5 Untersuchung des endogenen antioxidativen Systems: Glutathion

Um die Auswirkung der R-Carotin-Supplementierung und der VIS/NIR-Bestrahlung auf das
endogene antioxidative System zu untersuchen, wurde die Konzentration von reduzierten
und oxidierten Glutathion (GSH/GSSG) aus Zelllysaten durch einen fluoreszensbasiertem
Assays bestimmt.

Die Behandlung der Zellen mit den ausgewahlten Konzentrationen an -Carotin fiihrte zu

einer deutlichen Verschiebung der Balance im Verhdltnis von GSH/GSSG (Abbildung 22).
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Schon die unbestrahlten Zellen zeigen einen Anstieg von freien Radikalen nach der
Supplementierung mit B-Carotin, hier zeigt sich, dass die Aufnahme von 0,1 pg/ml B-Carotin
die Zellen im Vergleich zu 0,02 ug/ml B-Carotin mehr stresst, was durch einen erhdhten
Radikalanstieg zu erkennen ist. Den starksten Anstieg in der Produktion von freien Radikalen
zeigen die unbehandelten Zellen nach VIS/NIR-Bestrahlung, gefolgt von den Zellen, die mit
der héheren Dosis von 0,1 ug/ml B-Carotin supplementiert worden sind (p < 0,05).

Die Zellen, die eine Dosis von 0,02 ug/ml B-Carotin erhalten haben, zeigen einen &hnlichen
Anstieg von freien Radikalen, wie die Zellen mit der gleichen Supplementierung, aber ohne
Bestrahlung. Auch weisen sie deutlich weniger oxidative Prozesse als die unbestrahlten

Zellen mit 0,1 pug/ml auf, hier mit einer Signifikanz von p < 0,1.

* %

@® Kontrolle

® 0,02ug/ml
B-Carotin

% 0,lug/ml
B-Carotin

% VISINIR
@ VIS/NIR +

B-Carotin
0,02ug/ml

GSH/GSSG Verhiltnis [a.u.]

% VIS/NIR +
B-Carotin
0,1ug/ml

+B-Carotin VIS/NIR VIS/NIR
+B-Carotin

Abbildung 23: Verhaltnis von GSH/GSSG in HaCaT-Zelllysaten nach gezielter Supplementierung mit
zwei unterschiedlichen §-Carotin-Konzentrationen (0,02 und 0,1pg/ml) und Bestrahlung im VIS/NIR-
Bereich (46.8 J/cm?) ; Mittelwert (n=6) + SEM, *p < 0.05, **< 0.01.
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6. Diskussion

In einem gesunden Korper herrscht eine Balance zwischen Antioxidantien und freien
Radikalen, die jedoch durch die unterschiedlichsten externen und internen Stressfaktoren
gestort werden kann.

In dieser Studie wurde untersucht, inwiefern sich moderater Stress in Form von Bestrahlung
im VIS/NIR-Bereich sowie eine gezielte Supplementation eines exogenen Antioxidans (hier:
B-Carotin) auf das antioxidative Schutzsystem auswirkt und inwieweit das antioxidative
Schutzsystem durch eine gezielte Supplementation mit einem exogenen Antioxidans
beeinflusst werden kann. Im Mittelpunkt stand hierbei die Untersuchung der Wechselwirkung
zwischen dem endogenen (am Beispiel von Glutathion) und dem exogenen antioxidativen
Schutzsystem (am Bespiel von B-Carotin).

Eine erste Herausforderung in dieser Studie stellte die Aufnahme von 3-Carotin in Hautzellen

dar. B-Carotin ist stark lipophil ®®

und dessen Aufnahme und Bioverfugbarkeit an den
Fettstoffwechsel gebunden. Studien haben gezeigt, dass die generelle Verwendung von
Nanopartikeln die Bioverfugbarkeit von Wirkstoffen und dessen Aufnahme in Haut/Hautzellen
verbessern kann.

Nanokristalle ermoéglichen, im Vergleich zu anderen Nanopartikeln, eine bessere
Bioverfugbarkeit von besonders schwerltslichen Wirkstoffen. Sie werden aus dem reinen
Wirkstoff hergestellt, besitzen eine hohe kinetische Sattigungsloslichkeit und ein sehr gutes
Aufldsungsverhalten®,®. Es ist auch bekannt, dass die Resorptionsrate mit zunehmender
GroRe der Kristallinenstruktur abnimmt®®.

Fur die Supplementierung der HaCaT-Zellen mit B-Carotin wurden Nanokristalle, in Form von
sogenannten smart crystals’®, verwendet. Somit konnte auf (bliche Ldsungsmittel wie
Tetrahydrofuran oder Butylhydroxytoluol verzichtet werden. Die konzentrationsabhangige
Aufnahme des B-Carotins nach 1 Stunde Inkubation konnte mittels RRS gezeigt werden
(Abbildung 20) und spricht fiir einen schnellen und effektiven Aufnahmemechanismus.

Zum grof3en Teil wird Carotin durch passive Diffusion in die Zelle aufgenommen, zum Teil
jedoch auch durch rezeptorvermittelte Transportprozesse. Studien zeigten auch das SR-B1,
ein Vertreter der ABC Transporter, Carotin in die Zelle schleusen kann.

Es deutet sich durch diese Untersuchungen an, dass die exogen zugefuhrten AOs in Form
von Nanokristallen die Aufnahme von schwerloslichen Verbindungen in Zellen deutlich
verbessern und somit das endogene Schutzsystem in seiner Wirkung untersttitzt.

Dass die alleinige Aufnahme von [(-Carotin-Nanokristallen nicht zu einer signifikanten
Zunahme von freien Radikalen in Hautzellen fuhrt, konnte schon durch Rancan et al. gezeigt

werden. Die Aufnahme von Silikat-Nanokristallen der vergleichbareren Gré3e in Hautzellen

47



zeigte keine Bildung von freien Radikalen. Auch eine 100fach héhere Konzentration zeigte
keine signifikante Erhéhung’.

Die Bildung von freien Radikalen wurde in dieser Studie erst durch gezielte Bestrahlung im
VIS/NIR-Bereich induziert.

Durch einen Zellviabilititatstest (XTT) nach einer Stunde konnte auch hier keine
Auswirkungen der verschiedenen Konzentrationen von 0,2-0,02 pg/ml auf die Zellviabilitat
festgestellt werden (Abbildung 19). Erst die ESR-Messungen der Proben zeigen, dass auch
die reine Supplementierung ohne Bestrahlung zu einer dosisabhéngigen Zunahme von freien
Radikalen fuhrt (Abbildung 21). Eine pro-oxidative Wirkung von B-Carotin wurde bereits in
RAW264 murinen Makrophagen nachgewiesen, jedoch wurde hier eine bis zu 100fach
starker Dosierung als in dieser Studie an Carotinoiden verwendet.”

Zusatzlich wurde das Losungsmittel Tetrahydrofuran (THF) eingesetzt. Auf die Verwendung
von Losungsmittel zur Optimierung der Bioverfigbarkeit von B-Carotin konnte in der
vorliegenden Studie, durch die Verwendung von smart crystals verzichtet werden, sodass
zusatzliche Stressfaktoren, in Form von Lésungsmittels, vermieden und in physiologischen
Konzentrationen gearbeitet werden konnte.

F. Liebel et al, zeigten ebenfalls, dass sich B-Carotin und B-Cryptoxanthin in RAW264 Zellen
ansammeln und eine Veranderung des intrazellularen oxidativen Status hervorrufen kénnen,
der dann negative Auswirkungen auf die Abwehrfunktion der Zellen hat. Es wurde nach 3-24

Stunden ein Anstieg von GSH und GSSG gemessen’?.

In dieser Studie lag der Schwerpunkt auf der Untersuchung der Wechselwirkung zwischen
dem endogenen und exogenen antioxidativen System nach gezielter moderater
Stressinduktion und wie eine gezielte Supplementation das endogene Schutzsystem
unterstitzen kann und ab wann eine maogliche pro-oxidative Wirkung fur den Metabolismus
entsteht.

Die Entstehung von freien Radikalen (oxidativem Stress) lasst sich mittels der ESR-
Spektroskopie untersuchen. Voruntersuchungen haben gezeigt, dass nur NIR-Bestrahlung
bzw. eine Temperatur von 42°C (Abbildung 18) keine signifikanten Unterschiede zur
Kontrollgruppe in einem Messfenster von 32 Minuten zeigen. Diese Zeitspanne wurde
gewahlt, um zu gewabhrleisten, dass metabolische Aktivitat stattfinden kann.

Auf Grund der nicht signifikanten ROS-Bildung in dem zu messenden Zeitraum eigneten sich
diese beiden Stressfaktoren nicht als moderate Stressfaktoren.

Eine Bestrahlung im VIS/NIR-Bereich zeigte eine deutliche Zunahme von ROS in den Zellen
mit einer Signifikanz von p < 0.01 (Abbildung 21). Zudem férdert eine moderate Bestrahlung
eine Beeintrdchtigung der metabolischen Funktion, was durch einen Anstieg von GSSG

(oxidierte Form von GSH) nachgewiesen werden konnte. Die Entstehung von freien
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Radikalen wird also schon durch VIS/NIR Strahlung deutlich erhéht und hat somit Einfluss
auf die Abwehrfunktion der Zelle’. Der erhéhte Wert des oxidierten Glutathions (GSSG)
zeigt eine aktive Gegensteuerung der Zellen an, um die Entwicklung von oxidativem Stress
zu vermeiden”. Andere Stressfaktoren fir die HaCaT-Zellen, wie etwa ein
Temperaturanstieg bei Strahlung, kénnen durch die Verwendung eines Biotemperators
wahrend der gesamten Messung ausgeschlossen werden.

Durch die Behandlung der Zellen mit 3-Carotin Konzentrationen von 0,02 und 0,1 pg/ml kann
die Entstehung von ROS wahrend der Bestrahlung mit VIS/NIR im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollzellen minimiert und die Umwandlung von GSH in GSSG reduziert
werden. Es erwies sich die niedrigere Konzentration von 0,02 ug/ml -Carotin sowohl bei der
Vermeidung von ROS als auch im endogenen System als effektiver, im Vergleich zur 5fach
hoéheren Konzentration (Abbildung 22). Die kdnnte durch den pro-oxidativen Effekt von
hoheren [B-Carotin-Dosen zu erklaren sein, die auch negative Auswirkungen auf die
metabolischen Prozesse in der Zelle haben kann. So kann z. B. die Atmungskette negativ
beeinflusst werden, wenn sich das nicht wasserldsliche B-Carotin in der Zelle ansammelt und
somit einen pro-oxdidativen Effekt haben. Der geringere Schutzeffekt und die pro-oxdative
Wirkung unter Bestrahlung, bei der Konzentration von 0,1ug/ml -Carotin, ware so zu
erklaren. Ein Abfall der TEMPO-Konzentration bei der Messung, ausgelost durch eine
Interaktion zwischen TEMPO und B-Carotin, kann ausgeschlossen werden®.

Generell konnten Studien zeigen, dass eine gezielte Supplementierung von Vitaminen oder
Mineralien einen positiven und signifikanten Einfluss auf das endogene AO-System
haben’®,”’. Es konnte schon in vorherigen Studien von Lohan et al. gezeigt werden, dass
man durch eine gezielte Supplementierung von endogenen AOs wie Q10 der
Radikalproduktion in Zellen bei UV-Bestrahlung entgegenwirken kann “°. Ebenfalls konnte
aber gezeigt werden, dass die positiven Effekte durch AO Supplementierung ihre Grenzen
haben. So wirkt sich z.B. eine erhdhte Konzentration von Q10 negativ auf die Zellviabilitat
aus *°.

Weitere in vitro-Studien zeigten, dass die Supplementierung von HaCaT- Zellen mit Lindera
coreana Blattern einen schiitzenden Effekt bei UVB-Strahlung hat. Die Lipidperoxidation
konnte gehemmt werden und die Enzymaktivitat der Antioxidantien wurde verstarkt, was zu
einem niedrigeren Stresslevel fiihrte’®. Eine andere Studie mit Ratten zeigte nach einer
gezielten Supplementierung mit Lycopin eine Erhdhung der Superoxid-Dismustase (SOD),
Catalase (CAT) und Glutathionen-Peroxidase (GPX), die zu den Schlisselenzymen des
antioxidativen Schutzsystems gehéren. .

In vivo Studien zeigten, dass eine ausgewogene Ernahrung mit regelmafligem Konsum von

Friichten und Gemiise zu einem Anstieg von Carotinoiden in der Haut fiihren®. Durch die
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Supplementierung mit Vitamine C konnte auch eine Steigerung der Radikalfangeraktivitat in

der Haut nachgewiesen werden®.

Supplementiert man jedoch in nicht-physiologischen Konzentrationen entsteht eine

Dysbalance zu Gunsten der pro-oxidativen Seite. Fir die meisten Menschen konnte kein

messbarer Vorteil nach unphysiologischer Supplementierung von AO nachgewiesen werden.
82 83

Es konnte sogar ein Risikosteigerung fiir Krebs®,® und auch altersbedingtem grauem Star®*

nach Supplementierung mit verschiedenen Vitaminen/Mineralien festgestellt werden.

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass es synergetische Effekte zwischen dem
endogenen und exogenen antioxidativen System gibt und bei einer Supplementierung mit
dem exogenen Antioxidant B-Carotin die antioxidative Aktivitat gesteigert werden kann.
Jedoch bestand hier eine Konzentrationsabhangigkeit, die besonders im hdheren Bereich
pro-oxidative Wirkung entfalten konnte. Durch die angewendete Bestrahlung wird die
natlrliche Balance des antioxidativen Systems gestort und oxidativer Stress entsteht.

Dies geschieht unter einer erhdohten Bildung von ROS. Das B-Carotin kann die Regeneration
des AO Systems bis zu einem gewissen Grad unterstitzen, jedoch in Abhangigkeit von der
verwendeten Dosis. Die niedrige B-Carotin Supplementierung zeigte im Vergleich zu der
hoheren Konzentration einen wirksamen Schutzeffekt bei Bestrahlung. Die hdhere
Konzentration fihrt zum Anstieg von ROS und vermindert die Konzentration von GSH

(Abbildung 23).
ANTIOXIDATIVES ANTIOXIDATIVES
SYSTEM SYSTEM

ohne

B-Carotin WiskBlIR

niedrige Konzgntration ‘f/ﬁ) VIS/NIR T/ﬂ)
B-Carotin

hohe Konzentration

VIS/NIR
B-Carotin

Abbildung 24: Schematische Darstellung des endogenen AO Systems, nach Bestrahlung und
Supplementierung zwei verschiedener Konzentrationen 3-Carotin.
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Far die Identifikation von physiologischen Supplementierungdosen, stellte sich die
Kombination von Untersuchungen der Zellviabilitat, der Radikalbildung (ROS) via ESR und
die Auswertung des endogenen Systems (GSH) als eine sehr effektive Methodik innerhalb
der Zellkultur da. Naturlich lassen sich die Ergebnisse einer in vitro Studie nicht 1 zu 1 auf in
vivo Ubertragen, aber sie geben erste Hinweise wie man tber externe Zugabe von AOs die
Radikalbildung beeinflussen kann und wie das exogene und endogene AO System

zusammenarbeiten.

7. Zusammenfassung

AbschlieRend konnten die Untersuchungen folgendes nachweisen:
Hautzellen sind in der Lage Uber Nanokristalle B-Carotin, ohne die Verwendung von weiteren
Lésungsmitteln, erfolgreich aufzunehmen. Schon die Aufnahme der niedrigen
Partikelkonzentration hatte leichte negative Auswirkungen auf das AO-System, die Anzahl
der ROS stieg und das Verhaltnis von GSH zu GSSG verschob sich zugunsten der pro-
oxidativen Seite. Eine 5fach hdéhere Konzentration von B-Carotin erzeugte aber einen
deutlich hdheren oxidativen Stress. Die niedrige Konzentration zeigte einen Schutzeffekt bei
einer moderaten Bestrahlung im VIS/NIR Bereich, mit einer konstanten Temperatur von
37°C. Die bestrahlten und unbehandelten Kontrollzellen wiesen eine wesentliche hdhere

ROS-Konzentration und ein schlechteres Verhaltnis von GSH zu GSSG auf.

Die niedrige Dosis an B-Carotin schitzt die Zellen; die Zellen haben vergleichbare
Messwerte wie die unbestrahlten Zellen, die mit 0,02 pg/ml supplementiert wurden. Die ESR
Messung erwies sich als eine sehr sensible Methode fir diese Nachweise. Auch konnte
gezeigt werden wie exogene AOs das endogene AO System beeinflussen kénnen. Wobei
der Schutzeffekt des B-Carotins stark dosisabhangig ist. Hier gilt also die Faustregel ,Viel
hilft viel” nicht!

Dieses komplexe Zusammenspiel wirft natlrlich noch viele weitere Fragen auf, die nicht alle
in dieser Studie untersucht werden konnten. Die Lokalisation des aufgenommenen -
Carotins konnte mit den angewendeten Methoden nicht in den Zellen lokalisiert werden Auch
ist es interessant zu untersuchen, ab welcher B-Carotin Konzentration die antioxidative
Wirkung die pro-oxidativen Wirkung Uberwiegt. Spannend sind aber ebenso die verwendeten

Nanokristalle. Wie gut lasst sich zum Beispiel das Ergebnisse auf die Haut tbertragen, auf
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eine topische Anwendung als Hautcreme und kann es vor der intensiveren UV-Strahlung

schitzen?

Die Ergebnisse dieser Studie bieten daher einen Ansatzpunkt fir weitere, auch
alltagsrelevante, Untersuchungen.
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