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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Oxidativer Stress aufert sich durch eine erhohte Konzentration von freien Radikalen, die ein
Ungleichgewicht zwischen dem koérpereigenen antioxidativen (AO) Abwehrsystem und
reaktiven Metaboliten fordert. Zigarettenrauchen ist eine weit verbreitete Angewohnheit, die
pro Zug 10' - 1017 freie Radikale induziert und durch diesen oxidativen Stress die
Entstehung von Krankheiten beglnstigt.

Um die Auswirkungen des Rauchens auf das kutane AO-System besser zu verstehen,
wurden die Auswirkungen des Zigarettenkonsums bei moderaten (< 10 Zigaretten/Tag) und
starken Rauchern (> 10 Zigaretten/Tag) untersucht. Nicht-Raucher dienten als
Kontrollgruppe. Die kutanen AO-Ergebnisse wurden mit den Auswirkungen auf den Korper
(Blut) verglichen.

Mit der Elektronenspinresonanz (ESR)-Spektroskopie wurde der kutane AO-Status nicht-
invasiv bestimmt (Bestimmung der Ratenkonstante), die resonante Raman-Spektroskopie
erfasste die Konzentration der kutanen Carotinoide. Das Konzentrationslevel des endogenen
AO-Glutathions wurde aus Klebestreifen analysiert. Parallel dazu wurden Blutproben
entnommen und auf deren Carotinoide, GSH und die Expression ausgewahlter Stress-
assoziierter Gene untersucht.

Das AO-System von Rauchern unterscheidet sich grundlegend von dem der Nichtraucher.
Der Gehalt an exogenen AOs Kkorreliert negativ mit dem Zigarettenkonsum. Im Gegensatz
dazu korreliert der Gesamt-AO-Status bei Rauchern positiv, was durch eine deutliche
Erhéhung der kdrpereigenen Schutzmechanismen (hier: GSH) erklart werden kann. Mit der
Nahrung zugefiihrte AOs werden aufgrund ihrer schnellen Verfiigbarkeit im Blut bevorzugt
zur Bekampfung von freien Radikalen eingesetzt, die durch aktive Stresssituationen induziert
werden. Der erhdhte kdérpereigene AO-Status in der Haut dient der Aufrechterhaltung der
allgemeinen Redox-Homodostase und wirkt als "Puffersystem". Die Kombination von
Ratenkonstanten-, Carotinoid- und GSH-Messungen zeigt erstmals, dass endogene AOs bei
Verbrauch stimuliert werden.
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Summary

Summary

Oxidative stress is expressed by an increased concentration of free radicals promoting an
imbalance between the body’s antioxidant (AO) defense system and reactive metabolites.
Cigarette smoking is a widespread habit inducing 1015 — 1017 free radicals per puff, and
enhancing oxidative stress related diseases.

To broaden the knowledge about the effects of smoking on the cutaneous anti-oxidative (AO)
system, the basic and controlled impact of cigarette consumption was investigated on
moderate (< 10 cigarettes/day) and strong smokers (> 10 cigarettes/day). Non-smokers
served as control group. The results were compared with its impact on the body (blood).

With the electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy the cutaneous AO status was
determined non-invasively (determination of the rate constant), resonant Raman
spectroscopy recorded the concentration of cutaneous carotenoids. The level of the
endogenous AO glutathione was analyzed from tape strips. In parallel, blood samples were
taken and examined for their carotenoids, GSH, and expression of selected stress-
associated genes.

The AO system of smokers is fundamentally different to that of nonsmokers. The level of
exogenous AOs correlates negatively with the consumption of cigarettes. In contrast, the
overall AO status in smokers correlates positively, which can be explained by a significant
increase in the body’s own protective mechanisms (here: GSH). AOs supplied with food are
preferably used to combat free radicals induced by active stress situations because of their
rapid availability in blood. The increased endogenous AO status in the skin serves to
maintain the general redox homeostasis and acts as a “buffer system.” The combination of
rate constant, carotenoid and GSH measurements shows for the first time that endogenous
AOs are stimulated when consumed.
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Motivation

1. Motivation

Die Haut ist die aulere Schutzbarriere unseres Korpers gegen verschiedenste
Umwelteinflisse. Die Einwirkung exogener Faktoren, wie z.B. UV-Strahlung,
Luftverschmutzung (Pollution), aber auch Zigarettenrauch, oder psychischer Stress fuhrt zur
Entstehung von freien Radikalen. Eine Zunahme von freien Radikalen in der Haut/ dem
Metabolismus flihrt zur Entstehung von oxidativem Stress und damit zu einem
Ungleichgewicht zwischen dem antioxidativen Abwehrsystem des Korpers und den reaktiven
Metaboliten. Bei UbermaRiger Radikalbildung kann es zu einer verstarkten Oxidation von
Zellbestandteilen kommen, was letztendlich zu Zell- und Gewebsschadigungen flhrt.

Der Korper besitzt ein Abwehrsystem aus enzymatischen und nicht-enzymatischen
Antioxidantien (AO), um freie Radikale unschadlich zu machen. Der Konsum von Zigaretten
und anderen Tabakerzeugnissen induziert freie Radikale im gesamten Koérper und ist mit
vielen radikalinduzierten Hauterkrankungen verbunden. Tabakkonsum spielt eine
Schlusselrolle bei Krankheiten wie Akne, Dermatitis, verzdgerter Wundheilung, Krebs sowie
bei der Hautalterung

In Bezug auf das AO-System konnten unabhéngige Studien zeigen, dass Zigarettenrauch
das antioxidative System von Bronchialzellen beeinflusst. Diese Ergebnisse zeigen, dass der
Stoffwechsel auf Stress reagiert und versucht, ihn durch Selbstregulationsprozesse zu
kompensieren. Im Allgemeinen kann davon ausgegangen werden, dass maRiger Stress
bestimmte Anpassungsmechanismen des Stoffwechsels aktiviert und dadurch das AO-
System widerstandsfahiger gegen oxidativen Stress wird.

In dieser Arbeit wurde untersucht, inwieweit sich das exogene und endogene AO System der
Haut/ des Korpers gegenseitig beeinflussen und auf exogenen Stress reagieren, um die AO-
Homoostase aufrechtzuerhalten. Hierbei wurde aktives Zigarettenrauchen als Stressfaktor
ausgewahlt. Es wurden die Auswirkungen des Zigarettenkonsums bei moderaten (< 10
Zigaretten/Tag) und starken Rauchern (> 10 Zigaretten/Tag) vor nach dem aktiven Konsum
von 2 Zigaretten untersucht, Nicht-Raucher dienten als Kontrollgruppe. Zur Untersuchung
des AO-Systems der Haut wurden nicht-invasive Messmethoden verwendet. Systemische
Reaktionen wurden anhand von Blutproben naher betrachtet.

Mittels der Resonanz-Raman-/ Reflexionsspektroskopie wurden die Karotinoide als Vertreter
der exogenen Antioxidantien in Haut und Plasmaproben bestimmt. Die Methode der ESR-
Spektroskopie diente zur Bestimmung der antioxidativen Aktivitat (radikalfangenden
Eigenschaften) der Haut. Zur ndheren Betrachtung des endogenen AO-Systems wurde das
Glutathion aus der Haut sowie aus Plasmaproben bestimmt. Zusatzlich wurde die
Expression ausgewahlter Stress-assoziierter Gene untersucht.
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Motivation

Folgende Fragestellungen standen im Fokus dieser Arbeit:

* Unterscheidet sich das AO-System zwischen Rauchern und Nichtrauchern?

* Wie verhalt sich das antioxidative Abwehrsystem der Haut nach der Exposition mit
Zigarettenrauch im Vergleich zum antioxidativen System im Blut und was ist
aussagekraftiger, um den Einfluss des Rauchens zu ermitteln?

* Inwiefern interagieren die korpereigenen (endogenen) AO mit exogenen AO?

* Unterscheidet sich der Grundstatus von Rauchern gegenuber dem Status nach
definiertem Zigarettenkonsum?

15



Einleitung: Stressfaktor Rauchen

2. Einleitung: Stressfaktor Rauchen

Zigaretten enthalten Uber 600 verschiedene Inhaltsstoffe. Zu den Inhaltsstoffen mit dem
hochsten Potential, toxische Effekte im Koérper auszuldsen, gehdren u.a., Arsen, Benzol,
Blausaure, Schwermetalle wie Blei, Cadmium, Chrom, Formaldehyd, Kohlenmonoxyd,
polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffverbindungen (PAHs) [1, 2]. Die chemische
Zusammensetzung variiert je nach Tabakprodukt. Rund 90 Stoffe im Tabakrauch sind
erwiesenermalden krebserregend oder stehen im Verdacht, Krebs zu erregen. Tabakrauch
inklusive Passivrauchen wurde als krebserregend deklariert [3].

Tabakrauch ist eine komplexe Mischung aus mehr als 7000 verschiedenen chemischen
Komponenten, die entweder frei in der Gasphase oder partikelgebunden vorliegen. Pro
Zigarettenzug entstehen ca. 1015 — 1017 Radikale [4]. Zigarettenrauch |6st im Korper eine
Vielzahl von Prozessen aus, die in der Summe zu einem erhohten Risiko von Krebs,
Entzindungsprozessen, kardiovaskuldren und neurodegenerativen Erkrankungen sowie
vorzeitiger Zellalterung fuhren. Mit jedem Zigarettenzug wird nicht nur dem broncho-
pulmonalen System, sondern Uber die Weiterleitung durch das Blutsystem auch anderen
Organen Schaden zugefugt [5, 6].

In Deutschland hat sich der Konsum von Zigaretten im Vergleich zum Jahr 1991 zwar auf ca.
200 Millionen Zigaretten pro Tag halbiert. Laut DEGS1 (German Adult Health Interview
Study) rauch in Deutschland aber immer noch etwa 30 Prozent der Erwachsenen, wobei der
Anteil junger Menschen besonders hoch ist [7].

Hinsichtlich der Haut fiihrt Zigarettenrauchen zu einer schnelleren Hautalterung. Diese zeigt
sich in einer vermehrten Faltenbildung und Veranderung der Hautpigmentierung (Hautkolorit)
[8, 9]. Diese Effekte werden durch verschiedene Regulationsmechanismen bedingt, wie
beispielsweise dem Abbau von Kollagenen und elastischen Bindegewebsfasern [10]. Des
Weiteren zeigen etliche Studien, dass ein Zusammenhang zwischen Zigarettenrauch und
Hauterkrankungen besteht. So beeinflusst das Rauchen beispielsweise die Psoriasistherapie
negativ, indem es in die drei wichtigsten pathologischen Schritte eingreift: 1. Die entztndliche
Infiltration der Epidermis und Dermis; 2. Die Hyperproliferation der Epidermis; 3. Die
pathologische Angiogenese [11-13].
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Grundlagen

3. Grundlagen

3.1 Haut als duBBere Schutzbarriere

Die Haut, welches eines der grofdten Organe unseres Korpers darstellt, fungiert als
Schutzbarriere gegen aullere Einflisse. Unser Korper ist taglich physischem und
psychischem Stress ausgesetzt. Die Haut wird hierbei insbesondere durch auf3ere Einfliisse
(exogene Faktoren) wie z.B. UV-Strahlung und Luftverschmutzung belastet [14, 15]. Des
Weiteren konnen Angewohnheiten, wie regelmaRiges Zigarettenrauchen und Alkoholkonsum
zu einer weiteren Schadigung des Metabolismus und somit auch der Haut fihren. Solche
Einflussfaktoren kdénnen die Bildung von freien Radikalen in der Haut, wie etwa reaktive
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) férdern, wodurch die Entstehung von
oxidativem Stress gefordert wird, der sich schadigend auf den gesamten Korper auswirken
kann [16].

3.2 Oxidativer Stress

Generell dulRert sich oxidativer Stress durch eine erhdhte Konzentration von freien Radikalen
im Organismus und daraus resultierend in einem Ungleichgewicht zwischen dem
antioxidativen Abwehrsystem des Kdrpers und reaktiven Metaboliten [17].

Prinzipiell ist die Entstehung von freien Radikalen ein normaler Prozess innerhalb des
Korpers, der durch viele Stoffwechselvorgange und insbesondere dem Energiestoffwechsel
bedingt wird. Kommt es aber zu einer Ubermafigen Radikalbildung, kann es zu einer
verstarkten Oxidation von Zellbestandteilen wie Membranen, Lipiden, Proteinen und
Nukleinsduren kommen, wodurch Zell- und Gewebsschadigungen beginstigt werden [17,
18]. Es gilt als erwiesen, dass freie Radikale an der Entstehung verschiedener chronischer
Krankheitsbilder beteiligt sind, u.a. an Krebs-, Herz-Kreislauf- (Arteriosklerose) sowie an
neurodegenerative Erkrankungen sowie Diabetes mellitus. Was im Speziellen die
Physiologie der Haut betrifft, so sind eine vorzeitige Alterung der Haut und ein erhdhtes
Krebsrisiko maogliche Folgen [18]. Eine durch freie Radikale vermittelte Oxidation von
Enzymen der Bronchien (Stérung des Enzymhaushaltes der Lunge) in Folge von
Tabakkonsum kann beispielsweise die Entstehung eines Lungenemphysems begunstigen
[19].

Bei den entstehenden freien Radikalen handelt es sich in den meisten Fallen um
Sauerstoffradikale (reactive oxygen species, ROS). Hierzu zahlen u.a.
Superoxidanionradikale (O27), Hydroxylradikale (OH-), Wasserstoffperoxid (H202) und
Singulett-Sauerstoff (102). Aber auch reaktive Stickstoffspezies (reactive nitrogen species,
RNS), die Lipidperoxidations-reaktionskaskaden férdern und zu Entziindungsreaktionen
fihren kénnen, zahlen dazu [20].
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Grundlagen

Oxidativer Stress ist ein wichtiger Entstehungsparameter fur Entziindungen in der Lunge und
fir die Entstehung von chronisch obstruktiver Lungenerkrankung (chronic obstructive
pulmonary disease (COPD) verantwortlich. Bei Patienten mit COPD bleibt der Wert des
oxidativen Stresses selbst nach einer Raucherentwéhnung hoch [21, 22].

3. 3 Antioxidatives System

Um schadigende Wirkungen der ROS, sowie anderer Radikalspezies zu reduzieren und die
freien Radikale abzufangen und zu neutralisieren, weist der Kérper ein antioxidatives System
auf [23].

Ungleichgewicht

\
gy

1

‘ Oxidativer Stress ‘ }——Antioxidantien

'
!

Exogener Faktor ==

Gewebeschadigung

Entzindung b= Inhibierung
Apoptose » Stimulation

Zelle

Abbildung 1: Schematische Abbildung der Auswirkung von exogenen Faktoren, wie z.B.
Zigarettenkonsum auf den Zellmetabolismus.

Oxidativer Stress entsteht in der Zelle durch eine Erh6hung an ROS Produktion, hervorgerufen durch
den exogenen Faktor Zigarettenrauch. ROS kénnen den Zellmetabolismus schwéchen, Entziindungen
oder Gewebeschédigungen hervorrufen oder sogar den Zelltod (Apoptose) induzieren (Abbildung
verdndert nach Liu M et al.[24])

Antioxidantien (AO) stellen einen wichtigen Parameter fur die Gesundheit der Haut und des
Korpers dar, um schadigende Oxidationen zelleigener Substanzen, wie der DNA, der Lipide
und Proteine, zu verhindern und/ oder zu minimieren, wodurch sie sich positiv auf die
Immunabwehr des Koérpers auswirken. Man unterscheidet endogene (vom Korper
produzierte) sowie exogene (mit der Nahrung aufgenommene) AO. Bei AO endogenen
Ursprungs kann zusatzlich zwischen enzymatischen und nicht-enzymatischen Gruppen
unterschieden werden. Prinzipiell kbnnen AO in lipophile und hydrophile Substanzen
untergliedert werden (Tabelle 1) [25].

Tabelle 1: Beispiele von Antioxidantien (AO) endogenen und exogenen Ursprungs.
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Grundlagen

Endogene AO Exogene AO
nicht enzymatisch enzymatisch
- Glutathion - Se-Glutathion- - Vitamin C
Peroxidase
- Harnsaure - Vitamin E (Tocopherole,
- Katalase Tocotrienole)
- Liponsaure
- Superoxid- - Carotinoide (Lycopin,
Dismutase Betacarotin, Lutein)
- Vitamin K

- Polyphenolische Antioxidantien
(Resveratrol, Flavonoide)

AO weisen vielfaltige Wirkmechanismen auf. Sie kdnnen freie Radikale entweder binden
(,einfangen®) oder reduzieren; des Weiteren kénnen sie die Wirkungsweise anderer
Antioxidantien unterstitzen (synergistischer Effekt), hierdurch wird die antioxidative Wirkung
geférdert und sogenannte Schutzketten ausgebildet, die den Koérper vor einer vermehrten
Radikalproduktion schitzen [26]. Wird die Radikalneubildung durch die Synthese stabiler
Radikale unterbrochen, so spricht man von einem sogenannten Radikalfanger, wozu u.a.
Vitamin E oder das Coenzym Q10 zahlen. Andere Antioxidantien schiutzen den Koérper vor
einer ungewollten Oxidation, indem sie sich selbst oxidieren lassen, parallel hierzu wird das
Radikal reduziert, wodurch es in seiner Wirkungsweise unterbrochen wird. Zu diesen
Reduktionsmitteln gehoéren z.B. Cystein oder Vitamin C [27].

Freie Radikale verbrauchen essentielle Antioxidantien. Somit kommt es zu einer starken
Verminderung von Vitamin A, C, E, B-Carotin, Selen und Zink. Dieser Mangel an
Antioxidantien verursacht, dass die schadigenden freien Radikalen nicht ausreichend
neutralisiert werden kénnen, wodurch sich stetig neue freie Radikale als
Stoffwechselzwischenprodukte aufgrund von Kettenreaktionen im Koérper bilden. Unter den
Reaktionsketten, die durch freie Radikale ausgeldst werden, ist der NF-kappaB (nuclear
factor k-light-chain-enhancer of activated B cells) -Signalweg hierbei einer der wichtigsten
intrazellularen Vorgange [28].

Wie schnell und ab welchem Zeitpunkt der Kérper versucht das Ungleichgewicht zwischen
Antioxidantien und Oxidantien (freie Radikale) zu beheben und inwieweit sich der
Metabolismus an dauerhaft einwirkende Noxen adaptieren kann, ist noch weitestgehend
unbekannt.
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3.3.1 Stressoren

Als Stressfaktoren (Stressoren) werden innere sowie dullere Reize bezeichnet, die die
Entstehung von Stressreaktion im Korper auslosen konnen. Stressoren kdnnen positiven
(Eustress), aber auch negativen Stress (Distress) hervorrufen. Eustress fihrt zu einer
Mobilisierung der Korperfunktionen bei geringer Belastung; Distress entsteht bei
Dauerbelastungen der Kdrperfunktionen mit moglicher kdrperlicher Schadigung. Zu den von
aullen zugeflhrten Stressoren gehdren u. a. Alkohol- und Drogenkonsum, Schadstoffe und
Umweltgifte, Hitze/ Kalte, Sonnenbestrahlung, Medikamente, Schlafmangel sowie das
Rauchen [29].

Zigarettenrauch ist ein haufig untersuchter und reproduzierbarer Stressfaktor, welcher
nachweislich Auswirkungen auf alle Systeme des Korpers hat. Die durch das Rauchen
entstandenen Noxen gelangen in den Blutkreislauf. Die daraus resultierenden Auswirkungen
sind nicht nur im Blutkreislauf, sondern auch in der Haut nachweisbar, was in diversen
Studien festgestellt werden konnte [30-32]. Zigarettenrauch eignet sich demnach
hervorragend als Stressor flr wissenschaftliche Untersuchungen und kann hierbei als
systemischer Parameter im Blut und in der Haut gut untersucht werden.

In dieser Studie wurden die Auswirkungen von Zigarettenrauchen auf den menschlichen
Organismus naher untersucht, dessen Toxizitdt zum gréften Teil im Zusammenhang mit
oxidativem Stress steht [33, 34].

3.3.2 Exogene Antioxidantien: Carotinoide

Carotinoide, stellen Antioxidantien dar, die vom Kérper durch die Nahrung aufgenommen
werden mussen. Hierbei handelt es sich vornehmlich um membranassoziierte Antioxidantien,
die vor allem die Zell- und Mitochondrienmembranen vor Oxidationsprozessen schiitzen
sollen. Zu den wichtigsten Vertretern zahlen u.a. Lutein, B-Carotin, Lycopin und Zeaxanthin.
Kutane Carotinoide stellen lipophile Antioxidantien dar, die als Markersubstanz fir die
antioxidative Kapazitat des Korpers angesehen werden kénnen. Es gibt Uber 600
unterschiedliche Carotinoide; viele werden im Fettgewebe gespeichert; jedoch auch in
Organen wie beispielsweise den Nebennieren (Lycopin). Carotinoide kdnnen den
Organismus vor Krebs und Herz-Kreislauf-Erkrankungen schitzen. Weiterhin wirken Sie sich
positiv auf Entzindungen und das Immunsystem aus. Generell ist der Carotinoid-Gehalt bei
einer vegetarischen Diat hdher als bei einer gemischten Diat [35]. Mittels der resonanten
Raman Spektroskopie ist es moglich, die Carotinoid-Konzentration in vivo nicht invasiv zu
bestimmen [36, 37].
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3.3.3 Endogenes Antioxidans: Glutathion

Glutathion (GSH) gehdrt mitunter zu den wichtigsten endogenen Antioxidantien und wird
durch drei Aminosauren synthetisiert. Aus Cystein und Glutaminsaure wird unter ATP-
Verbrauch Y-Glutamylcystein gebildet, wobei anschliefend durch die Glutathionsynthase
Glycin addiert wird und das atypische Tripeptid Glutathion entsteht [38].

Durch dieses Antioxidans werden Korperzellen vor Schaden durch freie Radikale geschiitzt,
da GSH reaktive Sauerstoffverbindungen reduziert, indem die Sulthydrylgruppe des Cysteins
mittels der Glutathion-Peroxidase oxidiert wird. Hierbei entsteht aus zwei oxidierten
Glutathion-Molekulen ein Glutathion-Disulfid (GSSG) durch den Verbund mit Hilfe einer
Disulfidbricke. Eine weitere wichtige Funktion von GSH ist die Reduktion von
Methamoglobin zu funktionsfahigem Hamoglobin, welches flir den Sauerstofftransport in den
Erythrozyten verantwortlich ist. Zur Regeneration von oxidiertem GSH ist NADPH notwendig,
wodurch mit Hilfe der Glutathion-Reduktase (GSR) aus einem GSSG-Dimer wieder zwei
reduzierte GSH hergestellt werden kénnen (Abbildung 2) [39].

NH, 0
Ho\1_,,_,l.xv/_,x,\n_,n\ JN/O = .
) 0 ‘Ql' OH 2 2 W \IL’H T Tcl; o
L. 0 1 & 1 (Y :
HO NN NADPHH' appe
NH,
oxidiertes Glutathion (GSSG) reduziertes Glutathion (GSH)

Abbildung 2: Umwandlung von oxidiertem GSH (GSSG) zu reduziertem GSH durch die
Glutathionreduktase (GSR).

NADPH/H+: Nicotinsdureamidadenin-Dinukleotidphosphat (reduziert); NADP+:
Nicotinsdureamidadenindinukleotidphosphat (oxidiert) [40].

Die GSH-Biosynthese steht im Zusammenhang mit dem Nrf2-/ARE-Signalweg. NRF2 wird
durch ein zu hohes Level an oxidativem Stress aktiviert, wodurch u.a. die Synthese von GSH
induziert wird und somit ein groRerer Schutz gegenuber oxidativem Stress erreicht werden
kann [41, 42].

In dieser Arbeit wurde die Konzentration von Glutathion in Haut und Blut untersucht. Dabei
wurden fluoreszenzbasierte Messmethoden verwendet.
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3.4 Stressassoziierte Gene und deren Aktivierung

Ein Anstieg von oxidativem Stress steht in engem Zusammenhang mit der Veranderung von
Genexpressionsmustern in verschiedenen Geweben [43].

Oxidativer Stress, der durch das Rauchen bedingt wird, fordert beispielsweise
Entzindungen, Emphyseme oder Atemwegsfibrosen; hierbei kommt es zu einer Aktivierung
von entziindungsférdernden Genen, wie CXCL1 (C-X-C motif ligand 1)[44], CXCL8 (C-X-C
motif ligand 8) [45], MMP-9 (Matrix-Metallproteinase-9 ) Uber den proinflammatorischen
Transkriptionsfaktor NF-kB (Nuclear Factor-kB)[46].

Nrf2 (nuclear factor erythroid 2 related factor 2) ist ein Transkriptionsfaktor, der die
Expression von antioxidativen Genen reguliert, wodurch diesem Transkriptionsfaktor eine
SchlUsselfunktion bei der Reduzierung von oxidativem Stress und somit der zelluldren
Stressantwort zugeteilt wird. Dieser Faktor induziert die Bildung von verschiedenen Genen,
die am zellularen Redoxgleichgewicht beteiligt sind. Die Aktivitat dieses Faktors flihrt zu
einem Schutz des Koérpers vor Schaden durch ROS [47, 48]. Im ,Grundzustand® liegt Nrf2 in
einem Protein-Komplex mit u.a. Keap1-Cul3 im Cytoplasma vor. Das Pendeln von Nrf2 in
und aus dem Zellkern wird durch den Redox-Status der Zelle reguliert. Nrf2 weist
Kernlokalisierungssignale und Kernexportsignale auf. Die Kernexportsignale werden unter
oxidativem Stress durch Modifikationen inaktiviert, wodurch es zu einer Akkumulation von
Nrf2 im Zellkern kommt, wodurch die Genexpression von stressassoziierten Genen durch
Bindung an das ARE-Element, geférdert wird (antioxidants-response elements) (cis-acting
element) (Abbildung 3) [49].
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Abbildung 3: Nrf2 Signalweg.

In Zellen unter homéostatischen Bedingungen wird der cytosolische Transkriptionsfaktor Nrf2 durch
proteasomalen Abbau, der durch den Keap1-Proteinkomplex ausgeldst wird, auf einem niedrigen
Niveau gehalten. Wenn Zellen unter oxidativem Stress stehen, induzieren freie Radikale die
Freisetzung von Nrf2 aus Keap1. Im Zellkern bindet Nfr2 an die ARE (antioxidant response elements)
und startet die Transkription von antioxidativen Enzymen wie Héamoxygenase-1 (HO-1),
Glutathionperoxidase (GPx), Glutathion-S-Transferase (GST), Superoxid-Dismutase (SOD), Katalase
(CAT), Glutathionreduktase (GR), NAD(P)H: Chinonoxidoreduktase 1 (NQO71), Glutamin-Cystein-
Ligase (GCL) und Glutathion-Synthetase (GS). Diese Enzyme reduzieren den oxidativen Stress der
Zellen und die freien Radikale. Schwarze Pfeile zeigen die Aktivierung der Pfade an. Rote T-Balken
zeigen Blockierungsprozesse an. (Abbildung abgewandelt nach Francisqueti-Ferron et al. [49])

Durch eine Erhéhung von Nrf2 kdnnen wichtige entgiftende Enzyme produziert werden, um
schadlichen Wirkungen von z. B. Tabakrauch entgegenzuwirken. Durch diese
Eigenregulation versucht der Korper auf Stress zu reagieren und diesen zu kompensieren
[22]. Der genaue Zusammenhang zwischen Keap1 und Nrf2 ist noch unklar. Bestatigt
werden konnte jedoch, dass Keap1 beispielsweise durch oxidativen Stress moduliert wird
und anschlieend die Aktivitat von Nrf2 regulieren kann [50].

Eine vielversprechende Strategie fur die Krebsvorsorge und den Hautschutz ist die Nrf2-
Aktivierung. Ein moglicher therapeutischer Ansatz ist es, den Nrf2-Spiegel durch die
Hemmung der Wirkung von Keap1 zu erhéhen Dies wurde Beispielsweise durch das starke
indirekte Antioxidant Sulforaphan erreicht, welches in Brokkoli und Wasabi vorkommt [51].
Der Abbau von Nrf2 wird durch die Wechselwirkung von Keap1 und Isothiocyanaten

unterbunden und kann ein Ansatz fur die Entwicklung von Nrf2-Aktivatoren sein. In einer
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Studie von Malhotra et al. (2008) konnte gezeigt werden, dass die antioxidative
Genexpression in einer menschlichen bronchialen Epithelzelle durch Sulforaphan
wiederhergestellt werden konnte [52]. Durch die Aktivierung des Nrf2/ARE- abhangigen
Gens durch Lebensmittelinhaltsstoffe werden Phase Il Entgiftungs- und
Antioxidationsenzyme freigesetzt, welche einen wichtigen Abwehrmechanismus gegen
oxidativen Stress darstellen. Der Signalweg der aus den drei Kernkomponenten Nrf2, ARE
und Keap1 besteht kann somit einen chemopraventiven Beitrag leisten [53, 54].

In dieser Arbeit wurde die Expression stressassoziierter Gene mittels der gqRT-PCR
untersucht, die an der Aufrechterhaltung des Redoxgleichgewichts beteiligt sind. Bei den
Genen handelt es sich um folgende Auswahl: NRF2 /| NFE2L2 (nuclear factor-erythroid 2-
related factor 2), SOD2 (Superoxide Dismutase 2), TALDO1 (Transaldolase 1), und LCN2
(Lipocalin 2), AKR1C2 (aldo-keto reductase family 1, member C2) (Tabelle 2).

Tabelle 2: Stressassoziierte Gene und ihre Funktion.

NRF2 / NFE2L2 (nuclear factor-erythroid 2-related factor 2), SOD2 (Superoxide Dismutase 2),
TALDO1 (Transaldolase 1), LCN2 (Lipocalin 2), AKR1C2 (aldo-keto reductase family 1, member C2)
und Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT).
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Gen

Funktion

NRF2

Nrf2 ist ein Schlusselregulator fur zelluldren Stress, Hautschutz und
Krebsvorbeugung.

NRF2 ist in die SchutzmaRnahmen vor oxidativen Stress involviert
[55]. Der Nrf2-Wert ist bei gesunden Rauchern im Vergleich zu
Nichtrauchern signifikant geringer und bei Rauchern mit COPD im
Vergleich zu gesunden Rauchern signifikant erhéht. Dieses Muster
bestatigte sich ebenfalls bei einigen Genen, die von Nrf2 reguliert
werden [56].

Unter normalen Bedingungen hat Nrf2 keinen Einfluss auf die
antioxidativen Gene. Bei Rauchern geht Nrf2 in den Zellkern und
aktiviert verschieden antioxidative Gene, welche dem erhohten
oxidativen Stress entgegenwirken. Bei Rauchern mit COPD kann
Nrf2 nicht in den Zellkern vordringen, sodass hier der oxidative
Stress anhalt [22].

SOD2

Es wandelt toxische Superoxide in Wasserstoffperoxid und
zweiatomigen Sauerstoff um. Somit spielt es eine wichtige Rolle
gegen oxidativen Stress, da es in der Lage ist mitochondriale
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) zu eliminieren [57].

TALDO1

TALDO1 ist ein Schllisselenzym des nicht-oxidativen
Pentosephosphatweges, welches dazu in der Lage ist, Glutathion in
einem reduzierten Zustand zu halten und somit ein Schutz vor
oxidativen Stress darstellt [58].

LCN2

Bei Entziindungen/ oxidativem Stress wird LCN2 durch Interleukin 1
stark hochreguliert [59].

Zudem kodiert das LCN2-Gen das Neutrophilengelatinase-
assoziierte Lipocalin (NGAL), welches an der unspezifischen
Immunantwort beteiligt ist, indem es Eisen bindet und somit zur
Einschrankung von Bakterienwachstums fihrt [60].

AKR1C2

ROS-ausgel6ste Lipidperoxidationsreaktionen erzeugen eine Reihe
reaktiver Carbonylspezies (RCS), und diese RCS verbreiten und
verstarken ROS-bedingte Verletzungen._Um Gewebeverletzungen
vorzubeugen, werden diese RCS von mehreren Oxidoreduktasen
metabolisiert, darunter Mitglieder der Aldo-Keto-Reduktase (AKR) -
Superfamilie, Aldehyddehydrogenasen (ALDHs) und
Alkoholdehydrogenasen (ADHs). Der Metabolismus Uber diese
Enzyme fuhrt zur Inaktivierung und Entgiftung von RCS. Die
metabolische Transformation und Entgiftung von RCS durch
Oxidoreduktasen verhindert eine wahllose ROS-Toxizitat und
bewahrt gleichzeitig die ROS-Signallbertragung. Nrf2 férdert die
Genexpression von AKR1C2 [61].
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3.5 Elektronspinresonanz (ESR)-Spektroskopie

Die Elektronenspinresonanz (ESR)- Spektroskopie, ist eine Messmethode, die quantitative
sowie qualitative Messungen von freien Radikalen u.a. in der Haut ermdglicht. Diese
Methode ist nicht-invasiv und kann in vivo [62-65], aber auch ex vivo [66, 67] und in vitro
[68-70] angewendet werden. Generell kdnnen mit dieser Technologie paramagnetische
Substanzen, d.h. chemische Verbindung, die ein ungepaartes Elektron aufweisen, untersucht
werden. Durch den Spin des freien Elektrons wird ein magnetisches Moment erzeugt,
welches in Wechselwirkung mit dem Magnetfeld des ESR-Spektrometers steht. Hierdurch
bedingt sich in einem starken externen Magnetfeld eine Aufspaltung in unterschiedliche
Energieniveaus, welcher als Zeeman-Effekt beschrieben wird. Die Starke der Aufspaltung
der Elektronen in die zwei Energiezustdande E- (Grundzustand des Elektrons) und E+
(aktivierter Zustand des Elektrons) verhalt sich proportional zu der extern angelegten
Magnetfeldstarke (Abbildung 4) [71].
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Abbildung 4: Aufspaltung entarteter Energiezusténde in einem von aullen angelegten Magnetfeld
(Zeeman Effekt)
(Abbildung abgedndert nach https://commons.wikimedia.org/wiki/File: EPR_splitting.svgtfile)

Das System absorbiert dann Mikrowellenstrahlung, wenn die Resonanzbedingungen erfullt
sind. Diese sind dann erfillt, wenn die Energiedifferenz bei einer bestimmten
Magnetfeldstarke der Energie der eingestrahlten Mikrowellenfrequenz entspricht. Ist dies der
Fall, wird der Spin in das energetisch héhere Energielevel gehoben. Die Absorption der
angelegten Mikrowellenstrahlung wird von einer Photodiode registriert und in ein
auswertebares Absorptionsspektrum umgewandelt. Die Mikrowelle in einem ESR-
Spektrometer wird durch eine Gunn-Diode erzeugt, welche im Frequenzbereich von z.B. 1.5
GHz (L-Band) oder 9-10 GHz (X-Band) liegt. Diese wird in einen Hohlraum-Resonator
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(,Cavity“) geleitet, in dem sich eine stehende Welle ausbildet. Die Mikrowellenfrequenz wird
wahrend der Messung konstant gehalten, wahrend die Magnetfeldstarke verandert wird.
Man unterscheidet verschieden Frequenzbander (Bsp. W-Band 95 GHz, X-Band 9-10 GHz,
S-Band 2-3 GHz, L Band 1.5 GHz). Die Eindringtiefe der Mikrowellenstrahlung in eine Probe
ist umso geringer, je hdher die Frequenz ist. Prinzipiell sind Radikale sehr reaktionsfreudig
und weisen eine sehr kurze Halbwertszeit auf, weshalb fir ihre Detektion via ESR
sogenannte Spinmarker eingesetzt werden muissen, die das Radikal stabilisieren, damit es
im ESR-Spektrometer nachgewiesen werden kann [71]. Der Gebrauch solcher Spinmarker
ermaoglicht es, z. B. den antioxidativen Status in vivo zu untersuchen.

Unter der Verwendung des Spinmarkers TEMPO (2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1) kann der
antioxidative Status in der Haut in vivo mit der ESR-Spektroskopie bestimmt werden [64]. Die
Signalintensitat des eingesetzten Testradikals TEMPO wird durch das ESR-Gerat liber einen
gewissen Zeitraum gemessen. Dieser Spinmarker ist lipophil und kann in die Haut und
Hautzellen eindringen. Nach einer bestimmten Einwirkzeit dieses Testradikals kann dieses
mit den in der Haut existenten Antioxidantien und Radikalen reagieren, wodurch dessen
Intensitat Uber den Messzeitraum nachlasst. Die hieraus folgende Neutralisierung des
Radikals bedingt einen Konzentrationsabfall in der Haut, welcher durch die ESR-
Spektroskopie gemessen werden kann und zur Bestimmung des antioxidativen Status der
Haut dient.

In dieser Arbeit wurde der antioxidative Status in Haut vor und nach kontrollierter
Stressapplikation (Rauch von 2 Zigaretten bzw. Nichtrauchen) mittels ESR und dem
Spinmarker TEMPO naher untersucht.

3.6 Resonanz Raman Spektroskopie

Die Resonante Raman-Spektroskopie (RRS) zahlt zu den Schwingungsspektroskopiearten
und macht sich den Raman-Effekt in Kombination mit einem Laser als Lichtquelle zu nutze.
Proben kénnen hierbei nicht-invasiv untersucht und Informationen Uber physikalische und
chemische Eigenschaften konnen gewonnen werden.

Die RRS beruht auf dem Raman-Effekt, welcher als erstes durch den indischen Physiker
Chandrasekhara Raman experimentell nachgewiesen werden konnte. Wenn ein Photon auf
ein Molekiil trifft bestehen drei Moglichkeiten: 1. Das Licht wird von der Probe reflektiert oder
durchdringt diese (groRter Anteil); 2. Die Photonen werden in alle Richtungen gestreut, und
zwar ohne Anderung der Energie (geringer Anteil) - dies entspricht der elastischen, Mie- oder
Rayleigh-Streuung; 3. es geschieht eine inelastische Streuung (kleinster Anteil des
eingestrahlten Lichts), wobei die gestreuten Photonen Energie an die Probe abgeben
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(Stokes-Streuung) oder von dieser aufnehmen (Anti-Stokes-Streuung). Der Raman-Effekt
bezieht sich auf die dritte Mdglichkeit und umfasst somit sdmtliche inelastische Streuung

[72].

Die RRS konnte erfolgreich in zahlreichen in vivo Studien genutzt werden, um Carotinoide
als Markersubstanz fur die antioxidative Kapazitadt des Kérpers nachweisen zu kénnen [37,
73, 74]. Bei der Messung mit 514 nm regt man Gberwiegend Lycopine und bei 488 nm 3-

Carotin an (Abbildung 5)[36, 75] .
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4. Zielstellung

Das Rauchen von Zigaretten férdert die Entstehung von freien Radikalen, die die Entstehung
von oxidativem Stress im Korper fordern, wodurch metabolische Prozesse in ihrer Funktion
beeintrachtigt werden kénnen. Diesem Prozess steht das antioxidative System des Kdrpers
gegenlber, dass Radikale abfangen kann und somit fir ein Gleichgewicht zwischen
Antioxidantien (AO) und Radikalen verantwortlich ist. Dieses System gliedert sich in ein
exogenen (AO, die mit der Nahrung aufgenommen werden missen) und in ein endogenen
(vom Korper selbst produzierte AO) Teil. Kommt es zu einer Beeintrachtigung des
antioxidativen Status, versucht der Kdrper, unter der Mitwirkung des antioxidativen Systems,
wieder ein Gleichgewicht zwischen Antioxidantien und freien Radikalen herzustellen
(Homoostase). Ab welchem Zeitpunkt das Gleichgewicht zwischen ROS und AOs kippt und
ab wann der Korper die Menge an ROS nicht mehr kompensieren kann, bleibt bisher jedoch
ungeklart.

In dieser Studie wurde die Auswirkung von Zigarettenrauch auf das kutane antioxidative
System naher untersucht werden. Mittels nicht-invasiver Messmethoden wurde analysiert,
inwiefern das endogenen mit dem exogenen antioxidativen System in Wechselwirkung tritt,
um der Entstehung von oxidativem Stress entgegenzuwirken.

Folgende Frage sollten geklart werden:

Unterscheidet sich das AO-System zwischen Rauchern und Nichtrauchern?

Wie verhalt sich das antioxidative Abwehrsystem der Haut nach der Exposition mit
Zigarettenrauch im Vergleich zum antioxidativen System in Blut und was ist aussagekratftiger,
um den Einfluss des Rauchens zu ermitteln?

Inwiefern interagieren die kdrpereigenen (endogenen) AO mit exogenen AO?

Unterscheidet sich der Grundstatus von Rauchern gegenliber dem Status nach definiertem
Zigarettenkonsum?

Um diese Fragestellungen klaren zu kénnen, wurden Messmethoden angewendet, die das
endogene, sowie exogene antioxidative Potential darstellen konnten. Durch die ESR-
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Spektroskopie kdnnen endogene AO des Korpers in vivo nicht-invasiv gemessen werden (L-
Band), indem die Ratenkonstante bestimmt wird. Mittels der resonanten Raman-
Spektroskopie (RRS) wurde das Carotinoid-Level nicht-invasiv bestimmt, welches als Marker
flir den exogenen antioxidativen Status angesehen werden kann. Die B-Carotin und Lycopin-
Bestimmungen wurden in vivo (am Handballen) und an Plasmaproben durchgefiihrt.

Mit diesen beiden Methoden (ESR, RRS) ist es mdglich das Zusammenspiel zwischen
exogenen und endogenen A nicht-invasiv zu untersuchen.

Da bei Rauchern eine Beeintrachtigung des Glutathionmetabolismus (endogenes AO) in
frGheren Studien nachgewiesen werden konnte, wurde der GSH-Haushalt zu verschiedenen
Zeitpunkten mit Hilfe eines GSH/GSSG-fluoreszenzbasierten-Assays aus Blutseren sowie
aus Klebefilmabrissen untersucht. Des Weiteren wurde eine quantitative real-time PCR (qRT-
PCR) flUr ausgewahlte stressassoziierte Gene durchgefiihrt, um die Genexpression jener vor
und nach Zigarettenkonsum zu analysieren. Hier stellte sich die Frage, inwiefern die
Expression bestimmter Gene zwischen Nichtrauchern und Rauchern beeinflusst wird. Hierfur
wurden Nitrat-Blutproben verwendet, welche speziell aufgearbeitet wurden.

In dieser Studie wurden insgesamt 30 gesunde Probanden (jeweils 10 Nichtraucher, 10
mittelstarke Raucher und 10 starke Raucher) untersucht, um den Einfluss des
Nikotinkonsums auf das antioxidative System zu untersuchen. Die erhaltenen Ergebnisse
der Messungen wurden statistisch mittels SPSS analysiert, ausgewertet und miteinander
korreliert.
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5. Material und Methoden

5.1 Studiendesign

Alle in dieser Dissertation durchgefuhrten Studien wurden von der Ethikkommission der
Charité - Universitatsmedizin Berlin, in Ubereinstimmung mit den im Jahr 2000
Uberarbeiteten Grundsatzen der Deklaration von Helsinki, begutachtet
(Projektidentifikationscode: EA1/ 211/13).

Alle Probanden gaben ihre schriftliche Einwilligung und wurden vorab Uber das
Forschungsprojekt und die Studie aufgeklart.

In dieser Studie wurden insgesamt 30 Probanden untersucht, die in folgende Gruppen zu je
10 Probanden eingeteilt wurden:

a) Nichtraucher (nR)

b) mittelstarke Raucher (mR, Zigarettenkonsum 3 — 10 Zigaretten pro Tag)

c) starke Raucher (sR, Zigarettenkonsum > 10 Zigaretten pro Tag).

Fir alle Probanden der Gruppen a - ¢ erfolgte in einer identischen zeitlichen Abfolge die
Untersuchung des antioxidativen Status folgendermalen:

Um den antioxidativen Status der einzelnen Probanden in der Haut zu erfassen, wurde
dieser mittels der ESR-Spektroskopie eingangs untersucht (5.2.1). Im Anschluss wurde die
kutane Nahrstoffversorgung durch die exogenen AOs B-Carotin und Lycopin mittels der RRS
am Handballen erfasst (5.3.1). Um den antioxidativen Status der Haut mit dem antioxidativen
Potential im Blut korrelieren zu kénnen, wurde den Probanden Blut abgenommen (Abnahme
1). Die Probanden, welche zu den Rauchern gehdrten (Gruppe b, ¢) durften mindestens zwei
Stunden vor der ersten Untersuchung nicht geraucht haben.

Um den kontrollierten Einfluss von Zigarettenrauch auf das antioxidative System zu
untersuchen, rauchten die Probanden der Gruppe b und c zwei Zigaretten am Stiick
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innerhalb von 15 Minuten an der frischen Luft; die Nichtraucher verbrachten ebenfalls 15
Minuten an der frischen Luft ohne jeglichen Zigarettenkonsum. Um zusatzliche
Stressinduzierungen durch andere Parameter (sportliche Belastung etc.) weitestgehend
ausschlielen zu konnen, wurde der Weg an die frische Luft (hin- und riick) mittels eines
Aufzuges getatigt. Bevor im Anschluss die Bestimmung des antioxidativen Status (Haut/ Blut)
durchgefihrt wurde, fand eine Akklimatisierung von 10 Minuten statt.

Es erfolgte eine erneute Messung des antioxidativen Status der Haut via ESR und RRS und
Blutabnahmen 2 (Abnahme 2) beziehungsweise 4 Stunden (Abnahme 3) nach dem
Zigarettenkonsum/ Luftexposition (Nichtraucher) (Tabelle 3).

Tabelle 3: Eingruppierung und analysierte Parameter der Probanden, die den verschiedenen Studien
(A-D), zugeordnet sind; nR: Nichtraucher, mR: mittelstarke Raucher, sR: starke Raucher; die
Ergebnisse der Teilstudie D stammen aus dem Nichtraucher- / Raucherkollektiv der Teilstudie C; n. a.:
nicht analysiert.

Anzahl an Geschlecht:

Teilstudie % Probanden weiblich/ Analysierte Parameter
_ maénnlich
nR 57 33/ 24 Grundlegender (0 h) AO-Status in der
A mR 18 771 Haut, Ratenkonstante (ESR) und
sR 23 9/ 14 Carotinoide (RRS)
nR 13 9/4
B mR 0 n.a. Grundlegender Status GSH (0Oh) in Haut
sR 13 5/ 8
AO Status 4 h nach definiertem
nR 10 5/5 Zigarettenkonsum im Vergleich zum
C mR 0 n. a. Basisstatus (Oh) in Haut und Blutplasma
sR 10 5/'5 von sR (ESR, RRS, GSH und IL-22 (nur
Blut)
Grundlegender Expressionsstatus von mit
nSmt 5 4/ 1 oxidativem Stress assoziiertgn ngen in
D msm 0 n a Blutzellen und deren Verglglch mit dem
Ly Status 4 h nach definiertem
sSm# 5 3/2

Zigarettenkonsum in sR

Fir den Zigarettenkonsum wurden Zigaretten der Marke ,Gauloises Blondes rot* (Imperial
Tobacco; Inhaltsstoffe: Teer: 7mg; Nikotin: 0,6 mg; Kohlenmonoxid: 9 mg) verwendet, welche
verblindet wurden. Die Zusammensetzung der verwendeten Zigarettenmarke ist vergleichbar
mit der einer Referenzzigarette (1R6F, ISTD = interner Standard, https://www.coresta.org/
university-kentucky-reference-cigarette). Die Blutabnahmen (Abnahme 1 — 3) erfolgte jeweils
mit drei Rohrchen fur Citrat, Serum und EDTA. Die EDTA Proben wurden fir die RRS-
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Messungen verwendet, die Serum Proben fur die Bestimmung des GSH, die Nitrat Proben
fur die Real-time PCR-Analyse.

Da in Teilstudie A mR Messwerte lieferten, die zwischen den Messwerten flir nR und sR
lagen, wurden mR in den nachfolgend durchgefiihrten Pilotunterstudien B bis D nicht
berlicksichtigt. Das kutane Konzentrationslevel des endogenen AO-Glutathions aus
Klebestreifen wurde bei sR und nR im Nachhinein analysiert, um
Kausalitatszusammenhange aufzuklaren (Teilstudie C). Hier wurden insgesamt 26
Probanden (13 nR und 13 sR) untersucht.

Die Untersuchung der Expression von stressassoziierten Genen (Teilstudie D) wurde aus
jeweils 5 nR und 5 sR (die willkirlich ausgewahlt wurden) als Pilotstudie analysiert.

Um die Daten der Teilstudie A statistisch besser auswerten und korrelieren zu konnen,
wurden Messwerte von friiheren Studien miteinbezogen, sodass die Anzahl an Probanden
fur die Teilstudie A von der Anzahl von 10 Probanden final abweicht [65, 73, 76].

Alle Messungen wurden wahrend der Wintermonate durchgefihrt; es wurden Hautstellen zur
Analyse ausgewahlt, die gar nicht/ bis minimal eine UV-Exposition hatten.

5.2 Bestimmung des gesamten antioxidativen Status in Haut

5.2.1 Elektronenspinresonanz-(ESR)-Spektroskopie

Zur Bestimmung des antioxidativen Status in Haut wurde der Unterarm der Probanden aus
den verschiedenen Gruppen (a, b, c, s. 5.1) mittels der ESR-Technologie in vivo mit einem L-
Band (LBM MT 03, Magnettech Berlin, Deutschland) und unter der Verwendung des
Spinmarkers TEMPO (2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl, 98%, Sigma Aldrich, Steinheim,
Deutschland) untersucht.

TEMPO ist eines der wenigen Nitroxide, welches in vivo auf die Haut appliziert werden kann.
Es ist amphiphil und dringt gut in die Haut ein. Fir die durchgefihrten ESR Untersuchungen
wurde eine 30 mM TEMPO-L&sung (1:1 Wasser/ Ethanol) verwendet.

Mégliche Haare auf der Haut wurden zuvor vorsichtig mit einer Schere/ Einmalrasierer
entfernt und die Haut in einem Areal von ca. 5 cm Durchmesser am rechten Unterarm mit
Ethanol gereinigt. Anschlieliend wurde ein Filterpapier auf das Areal am rechten Unterarm
aufgelegt. Hiernach wurden 50 pyl TEMPO (30 mM) auf dieses Filterpapier (SmartPractice,
Europe GmbH, Deutschland) gegeben und direkt mit der Finn-Chamber (SmartPractice,
Europe GmbH, Deutschland) okklusiv verschlossen. Nach einer Einwirkzeit von 10 Minuten

wurde die Finn-Chamber entfernt und die Haut vorsichtig 2x abgetupft. In die Mitte des
34



Material und Methoden

Areals wurde ein Markierungspunkt mit einem feinen wasserfesten Stift gesetzt. Der rechte
Unterarm wurde zlgig im ESR platziert, sodass die Mitte der Messspule mit dem zuvor
gesetzten Referenzpunkt Ubereinstimmte. Fir die ESR-Messungen wurden folgende
magnetische Parameter verwendet: Mikrowellenfrequenz (1,3 GHz), zentrales Magnetfeld
(46 mT), Sweep-Breite (8 mT), Sweep-Zeit (10 s) und Modulationsamplitude (0,15 mT). Es
wurden zwei Messungen mit je einer Messzeit von 20 Minuten und 4 Scans/min.
durchgefiihrt; zur Auswertung erfolgte eine Mittelung von jeweils 8 hintereinander
gemessenen Scans. Alle Messwerte wurden auf den ersten Messwert der jeweiligen
Messung normiert.

Die ESR-Messungen wurden pro Proband einmal vor dem Rauchkonsum/ der Luftexposition
(Messung vor) und einmal nach dem Rauch von 2 Zigaretten innerhalb von 15 min bzw. nach
einer 15 minutigen Luftexposition durchgefiihrt (Messung nach).

5.3 Bestimmung von Antioxidantien in Haut/ Blut

5.3.1 Carotinoide: Resonanz-Raman-Spektroskopie (RRS)

Die RRS-Messungen am Probanden zur Bestimmung von B-Carotin und Lycopin wurden am
rechten Handballen vorgenommen. Hierbei wurden jeweils funf Messungen an der gleichen
Stelle des Handballens pro Durchgang durchgefihrt und anschlieBend gemittelt. Die RRS
Messungen wurden pro Proband 2 mal durchgeflihrt: einmal vor dem Zigarettenkonsum bzw.
Luftexposition und danach (flr Raucher 2 Zigaretten; fir Nichtraucher 15 min. frische Luft).

Um eine Korrelation zwischen Haut und Blut tatigen zu kénnen, wurde die B-Carotin und
Lycopin Konzentration ebenfalls aus EDTA-Blut mittels RRS-Messungen bestimmt. Das
Blutplasma wurde durch 15-minitige Zentrifugation bei 1.200 g von EDTA-Blut abgetrennt
und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

Fur die Carotinoid-Messungen wurden Quarzglaskivetten verwendet und jeweils drei
Messungen pro Blutprobe durchgefuhrt und anschliefend gemittelt. Pro Proband gab es
jeweils drei Blutabnahmen: Abnahme 1 =Ausgangssituation, Abnahme 2/ 3= 2h bzw. 4 h.

nach dem Zigarettenkonsum bzw. der Luftexposition.
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5.3.2 Glutathion (GSH)

5.3.2.1 Bestimmung des GSH-Levels in Blut

Glutathion kann in zwei verschiedenen Formen im Korper vorkommen: als oxidiertes GSSG
(Disulfid) und als reduziertes GSH (Sulfhydryl). Normalerweise Uberwiegt das reduzierte
GSH zum GSSG.

Fir die Bewertung des Redox- und Entgiftungsstatus von Zellen in Bezug auf die schitzende
Funktion von Glutathion gegen Zellschadigung durch freie Radikale ist die Kontrolle des
GSH/GSSG- Verhéltnisses und die Quantifizierung jener Thiole in biologischen Proben
unabdingbar. Es gibt verschiedene Verfahren zur Bestimmung von GSH und GSSG in

biologischen Proben.

Fir diese Studie wurde der Amplite™ Fluorimetric Glutathione GSH/GSSG Ratio Assay Kit
von AAT Bioquest (Inc., Sunnyvale, USA) verwendet. Dieser Kit enthalt einen Farbstoff, der
bei Reaktion mit Thiol stark fluoresziert, wodurch ein Fluoreszenz-Mikroplattenleser bei einer
Anregungswellenlange von 490 nm und einer Detektionswellenlange bei 520 nm das
entstandene Signal detektieren kann.

Zunachst wurden die Blutplasmaproben unter Verwendung des ReadiUse TM TCA
Deproteinization Sample Preparation Kit (AAT Bioquest, Inc., Sunnyvale, USA) aufgereinigt.
10 pl TCA (Trichloressigsaure) wurde zu 100 ul Plasmaprobe gegeben, gut durchmischt und
fur 10 min auf Eis gelagert. Im Anschluss erfolgte eine Zentrifugation bei 12 000 rpm fur 5
min (UNIVERSAL 320R (Hettich AG, Bach, Schweiz). AnschlieRend wurde der Uberstand in
ein neues Reaktionsgefal® Uberfuhrt und fur die GSH-Bestimmung verwendet.

Fir die GSH-Bestimmung mittels des Amplite™ Fluorimetric Glutathione GSH/GSSG Ratio
Assay Kit wurde zunachst eine GSH Standard stock solution (GSH SSS), eine GSSG
Standard stock solution (GSSG SSS) und eine 100 x Thiolite Green stock solution (TGSS)
hergestellt, welche anschliefdend fiir die jeweiligen Verdinnungsreihen benutzt wurden. Am
Ende wurden je 50 pl Lésung in eine 96-well Mikroplatte pipettiert und eine
Doppelbestimmung der GSH- und GSSG- Standardkurve, sowie der zugehdrigen Test-
Proben (50 pl) durchgefihrt, indem je 50 ul GSH Assay Mixtur (GAM) fir den GSH Standard
und 50 po Total GSH Assay Mixture (TGAM) flr den GSSG Standard hinzugegeben wurden
und nach 30 mindatigem inkubieren im Dunkeln bei Raumtemperatur die Messung der
Fluoreszenz bei ExXEm = 490/520 nm in einem Fluoreszenz-Mikroplattenleser (Enspire,
Perkin Elmer, Rodgau Jigesheim, Deutschland) vorgenommen wurde.
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Dieses Verfahren wurde mit den Blutplasmaproben die zu drei verschiedenen Zeitpunkten
entnommen wurden (Blutabnahme Nr.1 vor der Pause und Nr.2 und Nr.3 je 2h und 4h nach
der Pause) durchgefihrt.

5.3.2.2 Bestimmung des GSH-Levels in Haut

Zur GSH-Quantifizierung in der Haut wurden Klebefilmstreifenabrisse von der Innenseite des
Unterarms genommen.

Aus der Innenseite des Unterarms wurden vier Klebefilmstreifen mit einem Durchmesser von
22 mm (3M, BlenddermTM, 1525-2 Neuss, Deutschland) entnommen. Das Klebeband wurde
unter der Verwendung eines Hautrollers gleichmaRig auf die Haut gedriickt, um die
Hautoberflache zu dehnen (10-mal). Der erste Klebefilm wurde verworfen, die drei folgenden
Klebefilmstreifen wurden sofort mit flissigem Stickstoff behandelt und dann bis zur weiteren
Verarbeitung bei —80 ° C gelagert. Das Hautmaterial wurde durch Ultraschall (Sonorex
Super, BANDELIN Electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Deutschland) in 800 ul 0,05 M
Kaliumphosphatpuffer (1 mM EDTA, pH 7,5-8,0) von den Klebebandern gelést. 10 min
Ultraschall bei 4 ° C pro Klebefilm wurde angewendet. Nach der 1. Ultraschall-Behandlung
wurde der Klebefilmstreifen vorsichtig aus dem Reaktionsgefal entfernt und der nachste
Klebefilmstreifen in die gleiche Pufferldsung gegeben, gefolgt von der nachsten Ultraschall-
Behandlung. Dieses Verfahren wurde fir den gesamten Klebefilm-Satz eines Probanden
durchgefihrt. Um unlésliches Material zu entfernen, wurde die erhaltene Lésung 5 Minuten
bei 16.000 g und 4 ° C zentrifugiert (UNIVERSAL 320R (Hettich AG, Bach, Schweiz). 120 pl
der Probe wurden in eine ViewPlate-96 Black (Perkin Elmer LAS, Rodgau Jigesheim,
Deutschland) tberfihrt und mit 12,5 pl o-Phthalaldehyd/ Methanol-Lésung (P0532-50 ml,
Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland) gemischt. Nach 10 min Inkubationszeit bei
Raumtemperatur wurde GSH in einem Plattenlesegerat (Enspire, Perkin Elmer, Rodgau
Jugesheim, Deutschland) unter Verwendung einer Anregungswellenlange bei 350 nm und
einer Detektionswellenlange bei 420 nm gemessen.

Die GSH-Konzentration wurde mit dem Proteingehalt der jeweiligen Probe in Beziehung
gesetzt. Die Bestimmung der Proteingehaltes der Proben wurde unter Verwendung eines
Pierce Protein Reagent Assay BCA-Kits gemafl den Anweisungen des Herstellers (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA # 23227) getatigt.

Der BCA-(Bicinchoninsaure-) Assay basiert auf der Bildung von Cu?’-Komplexen mit
vorhandenen Proteinen, welche eine Reduktion des Cu?zu Cu® zur Folge haben,

Voraussetzung hierbei ist eine alkalische Umgebung. Die Menge des reduzierten Kupfers ist
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proportional zur Menge des vorhandenen Proteins und kann durch Messung der optischen
Dichte bei 560 nm nachgewiesen werden.

Es wurde eine BSA-Standardreihe hergestellt, wodurch eine Eichkurve erstellt werden
konnte: 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml, 0,5 pg/ml und 0,25 ug/
ml. Jeweils 25 pl der Proteinproben (unverdinnt) und der Standardkonzentrationen wurden
auf eine 96-Loch-Mikrotiterplatte aufgetragen und mit 200 pl BCA-Lésung (Reagenz A:
Reagenz B = 50:1) versetzt. Jede Probe wurde dabei doppelt angesetzt. Nach 30 min
Inkubation bei 37°C wurde die Protein-Bestimmung in einem ELISA-Reader durchgeflihrt.
Dabei wurde die Extinktion bei 560 nm photometrisch gemessen und mit der Eichgeraden
verglichen, um die Proteinkonzentration der einzelnen Proben abschatzen zu kdnnen. Die
endglltige Proteinkonzentration ergab sich aus dem Mittelwert der Einzelmessungen.

5.4 Quantitative Realtime-PCR-Analyse (QRT-PCR)

Mittels der gRT-PCR ist es moglich, neben der Amplifikation auch die Quantifizierung der
DNA zu tatigen. Die Quantifizierung wird durch kationische Fluoreszenzfarbstoffe ermdglicht,
die in die doppelstrangige DNA-Molekule interkalieren kénnen; ein gangiges Beispiel stellt
hierbei der Fluoreszenzfarbstoff SYBR®Green | dar. Wahrend der Vervielfaltigung der DNA
(PCR-Zyklen) wird parallel die Fluoreszenz gemessen, die exponentiell mit der
Amplifikatmenge ansteigt.

5.4.1 Durchfuhrung der gRT-PCR

Dieses Verfahren wurde von der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Wolk (Institut fir Medizinische
Immunologie an der Charité-Universitatsmedizin Berlin) durchgefiuhrt, weshalb die
methodische Beschreibung auf das Wesentliche beschrankt ist.

Bei den Blutseren der Probanden handelte es sich um abgetrenntes Blut, das 30 Minuten
lang durch 10-minttige Zentrifugation bei 1000 g gewonnen wurde und bis zur Verwendung
bei -80°C gelagert wurde. Periphere mononukleare Blutzellen wurden aus Citratblut durch
Dichtegradientenzentrifugation hergestellt, in Lyse-Ldsung aus Invisorb RNA Kit Il (Invitek /
Strated Molecular) resuspendiert und bis zur gRT-PCR--Analyse bei -80 ° C gelagert.

Die Isolierung der gesamten zellularen RNA aus frisch isolierten Blutzellen erfolgte mit
TRIzol® Reagent (Ambion / ThemoFisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) gemafl dem
Herstellerprotokoll und wurde mit dem RNA 6000 Nano LabChip Kit Il unter Verwendung des
Bioanalyzer 2100-Gerats (Agilent Technologies, Santa Clara (CA), USA) auf Quantitat und
Qualitat Gberpruft. In den erhaltenen RNA-Proben wurde die enthaltene Messenger-RNA
unter Verwendung von pd (T) 18-Primern revers in komplementare DNA (cDNA) transkribiert.
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AnschlieBend wurde die cDNA-Quantifizierung durch gqRT-PCR (TagMan™, ThermoFisher
Scientific, Darmstadt, Deutschland) unter Verwendung des StepOne plus-Instruments, des
Maxima Probe/ROX gPCR-Master-Mix und gebrauchsfertiger Detektionstests (Applied
Biosystems / ThermoFisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Zusatzlich zu
den PCR-Primern enthalt dieser Nachweisassay eine Oligonukleotidsonde, bei der ein
Fluorophor am 5'-Ende und ein Quencher am 3'-Ende angebracht sind, wodurch die vom
angeregten Fluorophor emittierte Fluoreszenz geléscht werden kann, solange die Sonde
intakt ist. Wenn die Sonde wahrend der PCR-basierten Amplifikationsschritte mit der Ziel-
cDNA-Sequenz hybridisiert, spaltet die 5'-3'-Exonukleaseaktivitdt des DNA-synthetisierenden
Enzyms (Tag-Polymerase) die Sonde, um eine fluorophorbasierte Quantifizierung der
schrittweisen Amplifikation als Mal zu ermdéglichen der anfanglichen cDNA-Konzentration in
der Probe.

Die folgenden mit oxidativem Stress assoziierten Gene wurden fir die gRT-PCR-
Untersuchungen ausgewahlt, da sie alle an der Aufrechterhaltung des Redoxgleichgewichts
beteiligt sind: NRF2 | NFE2L2 (nuclear factor-erythroid 2-related factor 2), SOD2
(Superoxide Dismutase 2), TALDO1 (Transaldolase 1), und LCN2 (Lipocalin 2), AKR1C2
(aldo-keto reductase family 1, member C2).

Eine Analyse des House-keeping-Gens Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase
(HPRT) wurde eingeschlossen, um die Gen-Expression darauf zu normalisieren. Nur
Anderungen von > 1,5-fach wurden als relevant angesehen.

Tabelle 4: Primersequenzen flr die stressassoziierten Gene:
NRF2 / NFE2L2 (nuclear factor-erythroid 2-related factor 2), SOD2 (Superoxide Dismutase 2),
TALDO1 (Transaldolase 1), LCN2 (Lipocalin 2), AKR1C2 (aldo-keto reductase family 1, member C2)
und Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT).

Gen
Assay

NRF2 TagMan® Gene Expression Assay; Assay-ID:

Hs00975960_m1 (NFE2L2)
SOD2 TagMan® Gene Expression Assay; Assay-ID:

Hs00167309_m1 (SOD2)
TALDO1 TagMan® Gene Expression Assay; Assay-ID:

Hs00997203_m1 (TALDO1) Thermofisher
LCN2 Scientific/Applied

) Biosystems

AKR1C2 TagMan® Gene Expression Assay; Assay-ID:

Hs00366267_m1 (AKR1C2)
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HPRT TagMan® Gene Expression Assay; Assay-ID:
Hs99999909 m1 (HPRT)

5.5 Bestimmung des Proteinlevels von Interleukin 22

Dieses Verfahren wurde von der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Wolk (Institut flir Medizinische
Immunologie an der Charité-Universitatsmedizin Berlin) durchgefiihrt, weshalb die
methodische Beschreibung auf das wesentliche beschrankt ist.

Das Proteinlevel des schiitzenden Interleukin-22 wurden im Blutserum durch Quantikine-
ELISA von R & D Systems / Biotechne (Minneapolis, MN, USA) quantifiziert.

5.6 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse wurde mit SPSS fir Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
durchgefihrt. Zur Auswertung der Signifikanz zu einem Zeitpunkt erfolgte anhand des Mann-
Whitney-U-Tests flr nicht zusammenhangende Stichproben, wobei p < 0,05 als signifikant
angesehen wurde.
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6. Ergebnisse

Um die Auswirkung von Zigarettenkonsum auf das antioxidative System der Haut naher zu
untersuchen, und die Interaktion zwischen dem endogenen AO-System und dem exogenen
Stressfaktor Rauchen besser verstehen zu kdénnen, wurden mittelstarke (mR) und starke
Raucher (sR) im Vergleich zu Nichtrauchern (nR) vor (Grundstatus) und nach einem
definiertem Rauchkonsum (Raucher), bzw. nach vergleichbarem Luftkonsum (Nichtraucher)
hinsichtlich ihres antioxidativen Status in Haut und Blut mittels ausgewahlten Methoden
charakterisiert.

6.1 Antioxidativer Grundstatus (0 h)

6.1.1 in Haut

Um den grundlegenden AO-Status (Zeitpunkt: 0 h) in der Haut fir nR, mR und sR zu
bestimmen, wurden verschiedene nicht-invasive spektroskopische Verfahren und
molekularbiologische Methoden angewendet: Die Gesamtheit der antioxidativen Kapazitat
der Haut wurde mittels der ESR-Technologie, unter der Verwendung des Spinmarkers
TEMPO bestimmt. Das endogene Antioxidans GSH wurde in der oberen Hautschicht
(Stratum Corneum) unter Verwendung eines fluorimetrischen Assays quantifiziert. Die
exogenen kutanen Carotinoide 3-Carotin und Lycopin wurden durch RRS bestimmt.

In der Abbildung 6 A ist die Ratenkonstante in der Haut von nR, mR und sR abgebildet.
Hierbei entspricht eine hohe Ratenkonstante einem hohen antioxidativen Status in der Haut.
Im Grundstatus weisen Raucher (mR, sR) eine signifikant héhere Ratenkonstante im
Vergleich zu nR auf. Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Rauchergruppen (mR,
sR) und konnten nicht festgestellt werden.

Die Analyse des GSH-Levels der Haut im Grundstatus (Abbildung 6 B) wies zwischen sR
und nR signifikante Unterschiede auf. Im Durchschnitt zeigte sich bei den sR eine 1,5-fach
erhohte GSH-Konzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Konzentration an
Carotinoiden in der Haut wurde am rechten Handballen mittels RRS bestimmt (Abbildung 7).

Wie in Abbildung 7 gezeigt, zeigten beide Rauchergruppen, mR und sR, im Vergleich zu nR
signifikant niedrigere (3-Carotin-Werte (Abbildung 7 A); ein &hnliches Muster wurde fur die
Lycopin-Werte festgestellt (Abbildung 7 B).
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Abbildung 6: Antioxidativer Grundstatus (Zeitpunkt: 0 h) in der Haut fiir Nichtraucher (nR, griin),
méaBige Raucher (mR (gelb), 3-10 Zig. / Tag) und starke Raucher (sR (rot), > 10 Zig./ Tag).

A) Ratenkonstante der radikalfangenden Eigenschaften der Haut, ermittelt durch die ESR-
Spektroskopie (nR, n = 57, mR, n=18, sR, n=23); B) GSH-Konzentration fiir nR (n = 13) und sR (n =
13), gemessen im Stratum Corneum mittels der Klebefimabrissmethode und fluorimetrischen Assay.
Die Abbildung enthélt die Ergebnisse der Studien A, B und C (Grundstatus (Zeitpunkt 0 h); Boxplot-
Diagramm mit Perzentile 25, 75, Median (schwarze Linie), Mittelwert (schwarzes Quadrat) und
Ausreiler (schwarzes Kreuz), *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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Abbildung 7: Antioxidativer Grundstatus (Zeitpunkt: 0 h) in der Haut fiir Nichtraucher (nR, griin, n =
57), maBige Raucher (mR (gelb), 3-10 Zig. / Tag, n=18) und starke Raucher (sR (rot), > 10 Zig./ Tag,
n=23) untersucht mittels RRS.

A) B-Carotin-Gehalt [a.u.] B) Lycopin-Gehalt [a.u.]; Boxplot-Diagramm mit Perzentile 25,75, Median
(schwarze Linie), Mittelwert (schwarzes Quadrat) und Ausreiler (schwarzes Kreuz), *p < 0,05, **p <
0,01, ***p < 0,001.
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6.1.2 in Blut

Um das kutane AO-System mit dem AO-System im Blut zu korrelieren, wurde das
Blutplasma von nR und sR auf deren GSH-Grundlevel untersucht (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Antioxidativer Grundstatus (Zeitpunkt: 0 h) in Blutplasma fiir GHS bei Nichtraucher (nR,
griin, n = 10), und starke Raucher (sR (rot), > 10 Zig./ Tag, n=10) untersucht mittels eines fluoreszenz-
basierten Assays.

Boxplot-Diagramm mit Perzentil 25, 75, Median (schwarze Linie), Mittelwert (schwarzes Quadrat) und
Ausreil8er (schwarzes Kreuz).

Im Blut war die GSH-Konzentration zwischen nR und sR vergleichbar (Abbildung 8). Zu
Studienbeginn zeigten die Raucher (sR) keinen aktiven Verbrauch von GSH im Blut, was zu
dem Schluss fuhrt, dass kein akuter Rauchstress vorliegt und ihr Redoxsystem in einer
Homoostase vorliegt.

Wie in Abbildung 9 A gezeigt, wurde ein ahnlicher Trend fir den Grundstatus von B-Carotin
im Blut gefunden. Das B-Carotin-Level ist bei sR im Vergleich zu der Kontrollgruppe (nR) im
Grundstatus signifikant erniedrigt. Fir den Lycopinspiegel im Blut konnten keine
Unterschiede festgestellt werden (Abbildung 9 B). Im Allgemeinen war der Unterschied
zwischen nR und sR flr beide Carotinoid-Level im Blut gegentiber der Haut weniger stark
ausgepragt.
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Abbildung 9: Antioxidativer Grundstatus (Zeitpunkt: 0 h) in Blutplasma fiir Carotinoide bei
Nichtrauchern (nR, griin, n = 10), und starken Rauchern (sR (rot), > 10 Zig./ Tag, n=10) gemessen
mittels RRS.

Boxplot-Diagramm mit Perzentile 25, 75, Median (schwarze Linie), Mittelwert (schwarzes Quadrat)
und Ausreiler (schwarzes Kreuz), **p < 0,01.

6.2 Antioxidativer Status nach definiertem Zigarettenkonsum bei starken
Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern (Kontroligruppe)

AnschlieBend wurde der direkte Einfluss von definiertem Zigarettenkonsum auf das AO-
System von Rauchern (sR) im Vergleich zu Nichtrauchern (nR) untersucht. Hierfir rauchten
sR zwei Zigaretten innerhalb von 15 min. an der frischen Luft. Die Kontrollgruppe (nR)
verbrachte ebenfalls 15 min ohne Zigarettenkonsum an der frischen Luft. Der AO- Status
wurde in der Haut und im Blut nach 4 h untersucht und mit dem Grundstatus zum Zeitpunkt O
h verglichen.

6.2.1 in Haut

Untersuchungen von nR und sR 4 h nach dem Zigarettenkonsum / Frischluftexposition
ergaben keine signifikanten Anderungen fiir die kutane Ratenkonstante k, den kutanen B-
Carotinspiegel oder des Lycopin-Levels (Abbildung 10). Fir alle Messparameter konnte ein
ahnliches Verteilungsmuster wie fur den Grundstatus (Zeitpunkt 0 h) zwischen den einzelnen
Gruppen ermittelt werden.

44



Ergebnisse

-
24 , [ |
21 ] *

1,8 |
1,5 | I +
1,2 |[=

’ - |
09 15 - il

0,6 | +
0,3 |
0,0

Relative Anderung zum
Grundstatus (Haut)

k Wert pB-Carotin Lycopin

Abbildung 10: Einfluss von definiertem Zigarettenkonsum auf den kutanen AO-Status.

SR (n = 10) rauchten in einem Zeitintervall von 15 min 2 Zigaretten, wéhrend gleichzeitig nR (n = 10)
15 min an frischer Luft verbrachten. Bestimmung der radikalfangenden Eigenschaften
(Ratenkonstante, k Wert) der Haut, durch die ESR-Spektroskopie; Messungen von [B-Carotin und
Lycopin in der Haut wurden mit der RRS durchgefiihrt.

6.2.2 in Blut

Die Analyse des Carotinoid-Levels von B-Carotin und Lycopin im Blutplasma von nR und sR
zeigte eine signifikante Verringerung der Lycopinkonzentration fur sR 4 h nach dem
Zigarettenkonsum; fir B-Carotin wurden keine Anderungen zum Grundstatus festgestellt
(Abbildung 11).
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Abbildung 11: Einfluss von definiertem Zigarettenkonsum auf die Blutplasma-Konzentration der
exogenen Antioxidantien 3-Carotin und Lycopin, ermittelt mittels RRS.

SR (n = 10) rauchten in einem Zeitintervall von 15 min 2 Zigaretten, wahrend gleichzeitig nR (n = 10)
15 min an frischer Luft verbrachten. Die Messungen wurden in Blutplasmaproben durchgefiihrt, die 4
Stunden nach dem Zigaretten- (sR)/Luftkonsum (nR) entnommen wurden. Daten sind relativ zum
antioxidativen Grundstatus (0 h) dargestellt. Boxplot-Diagramm mit Perzentilen 25 und 75, Median
(schwarze Linie), Mittelwert (schwarzes Quadrat) und Ausreil3ern (schwarzes Kreuz), * p < 0,06.
Wahrend die GSH-Konzentration im Blutplasma 4 h nach Bestimmung des antioxidativen

Grundstatus fir nR stabil blieb, fiel die GSH-Konzentration von sR 4 h nach
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Zigarettenkonsum um einen Faktor von ca. 10 signifikant zum Ausgangswert ab (Abbildung
12). Diese Daten zeigen einen aktiven Konsum des endogenen AO GSH, um dem durch den
Tabakkonsum induzierten oxidativen Stress entgegenzuwirken.
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Abbildung 12: Einfluss von definiertem Zigarettenkonsum auf die Blutplasma-Konzentration des
endogenen Antioxidans Glutathion (GSH), ermittelt mit einem fluoreszenz-basierten Assays.

SR (n = 10) rauchten in einem Zeitintervall von 15 min 2 Zigaretten, wéhrend gleichzeitig nR (n = 10)
15 min an frischer Luft verbrachten. Die Messungen wurden in Blutplasmaproben durchgefiihrt, die 4
Stunden nach dem Zigaretten- (sR)/Luftkonsum (nR) entnommen wurden. Daten sind relativ zum
antioxidativen Grundstatus (0 h) dargestellt. Boxplot-Diagramm mit Perzentilen 25 und 75, Median
(schwarze Linie), Mittelwert (schwarzes Quadrat) und Ausreil3ern (schwarzes Kreuz), ** p < 0,01.

6.2.3 Untersuchung des Proteinlevels I1L-22

Interleukin 22 gehdrt zur Klasse von hochwirksamen zellularen Entzindungsmediatoren. Es
initiiert insbesondere in Epithelzellen der Atemwege und des Darms die angeborene
Immunreaktion. IL-22 wurde ebenfalls 4 h nach der kontrollierten Rauchexposition (sR)/
Luftexposition (nR) untersucht (Abbildung 13). Es zeigte sich bereits nach 4 h ein
signifikanter Abfall zum IL-22 Grundstatus bei sR.
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Abbildung 13: Einfluss von definiertem Zigarettenkonsum auf den IL-22-Blutplasmaspiegel.

SR (n = 10) rauchten in einem Zeitintervall von 15 min 2 Zigaretten, wéhrend gleichzeitig nR (n = 10)
15 min an frischer Luft verbrachten. Die Messungen wurden in Blutserumproben durchgefiihrt, die vor
(0 h) und 4 h nach dem Rauchen mittels ELISA ermittelt wurden Boxplot-Diagramm mit Perzentilen 25
und 75, Median (schwarze Linie), Mittelwert (schwarzes Quadrat) und AusreilSern (schwarzes Kreuz),
*p <0,05.

6.2.4 Untersuchung der Genexpression von stressassoziierten Genen

In einer Pilotstudie wurde die Genexpression in periphere mononukleare Blutzellen von
stress-assoziierten Genen bei nR und sR untersucht. Hierbei war von Interesse, ob der
exogene Faktor ,Rauchen” kurzfristige und langfristige Auswirkungen auf die Aktivierung von
stressassoziierten Genen hat. Fur diesen Zweck wurde der Grundstatus (0 h), sowie der
Status 4 h nach definiertem Zigarettenkonsum/frischer Luft in einer Substudie mit je 5
Probanden aus den Gruppen der nR und sR analysiert.

Aus Abbildung 14 ist zu entnehmen, dass die Gene NRF2, TALDO1 und SOD2 eine starke
Genexpressionen aufweisen.
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Abbildung 14: Vergleich des relativen Genexpressionsprofils [au] von oxidativen stress-assoziierten
Genen (NRF2, TALDO1, SOD2, LCN2, AKR1C2) durch gRT-PCR-Analyse von nR und SR jeweils vor
(0 h) und nach (4 h) definiertem Zigaretten- / Luftkonsum in mononukleéren Blutzellen.

Die Genexpressionsdaten sind relativ zum Housekeeping-Gen HPRT gezeigt. Boxplot-Diagramm mit
Perzentilen 25 und 75, Median (schwarze Linie), Mittelwert (schwarzes Quadrat) und Ausreil3ern
(schwarzes Kreuz), *p < 0,05.

Definierter Zigarettenkonsum hatte jedoch keine relevanten Auswirkungen auf die
Genexpression. 4 h nach dem Zigarettenkonsum konnte lediglich fur das Gen AKR1C2 ein
signifikanter Rickgang der Genexpression flir sR festgestellt werden. Das Gen LCN2 zeigte
einen Trend zur Hochregulierung bei sR gegenlber nR, wobei hier keine Signifikanz zu

verzeichnen war.

Wenn man alle Daten der Substudie miteinbezieht zeigt die Genexpression von AKR 1C2
einen Trend zur negativen Korrelation mit den Blutwerten von IL-22 (Spearman’s correlation
coefficient rs=0.63, p=0.062).
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7. Diskussion

Generell ist die Entstehung von freien Radikalen ein normaler Prozess im Korper, ausgeldst
durch verschiedene Stoffwechselvorgange, insbesondere durch den Energiestoffwechsel. In
einem physiologischen System ist normalerweise ein Gleichgewicht zwischen pro- und
antioxidativen Prozessen vorhanden (Homdostase). Ein Ungleichgewicht zu Gunsten der
pro-oxidativen Seite wird als oxidativer Stress bezeichnet, der durch verschiedene exogene
und endogene Faktoren ausgelost werden kann [19]. Zigarettenrauchen ist eine weit
verbreitete Angewohnheit, durch welchen die Entstehung oxidativer Stress begunstigt wird
[6, 9].

In dieser Arbeit wurde das AO-System zwischen Nichtrauchern und Rauchern
unterschiedlichen Levels (mittelstarke und starke Raucher) miteinander im Allgemeinen
(Grundstatus) und nach akuter Stressinduktion bei Rauchern verglichen.

Ein Vergleich des antioxidativen Grundstatus zwischen Nichtrauchern und Rauchern zeigt
signifikante Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen (Abbildung 6, Abbildung 7,
Abbildung 8, Abbildung 9). Die Untersuchungen mittels der Resonanz-Raman-Spektroskopie
zeigen fur Raucher niedrigere B-Carotin und Lycopin Werte (exogene Antioxidantien)
gegenluber der Kontrollgruppe (Nichtraucher) in Haut (Abbildung 7). Die niedrigeren
Carotinoidwerte bei Rauchern sind durch vorherige Studien bekannt und konnten ebenso in
den Blutwerten der Probanden nachgewiesen werden (Abbildung 9). Rauchen fordert die
Entstehung einer erhéhten Anzahl von freien Radikalen im Korper, die durch das AO-System
reduziert werden [4]. Die niedrigen Carotinoid-Level fir Raucher kommen durch den
erhdhten Verbrauch dieser Antioxidantien zustande. Das exogene AO System korreliert
negativ mit dem Zigarettenkonsum.

Frihere Studien konnten zeigen, dass kutane Carotinoide, welche zu der Gruppe der
lipophilen Antioxidantien zahlen, als Markersubstanz fir die antioxidative Kapazitat des
Kdrpers angesehen werden kodnnen, unter der Voraussetzung das keine kurzfristigen
Veranderungen des Lebensstils und eine ausgeglichene Ernahrung vorhanden sind [77, 78].

Im Gegensatz zu den exogenen Antioxidantien, ist fur das endogene Antioxidans Glutathion
ein signifikanter Anstieg in der Haut bei Rauchern im Vergleich zur Kontrollgruppe
nachweisbar (Abbildung 6B). GSH ist in den Zellen allgegenwartig und stellt ein Antioxidans
dar, welches initial zum Schutz gegenuber freien Radikalen zu Verfligung steht [79]. Die
erhohte GSH-Konzentration in der Haut von Rauchern verdeutlicht, dass die Haut sich an
das gestiegene Aufkommen von freien Radikalen bei diesen Probanden anpasst. Dieses
Phanomen konnte ebenfalls bei exponiertem Lungenepithel von Rauchern beobachtet
werden [80, 81]. Dies lasst erste Rlckschlliisse auf das endogene antioxidative System von
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Rauchern zu und Iasst vermuten, dass es eine korpereigene Anpassung bei Rauchern geben
kdnnte. Des Weiteren lasst die gestiegene Radikalfangertatigkeit in der Haut
(Ratenkonstante) bei Rauchern auf einen generell héheren antioxidativen Status der Haut
schlieRen (Abbildung 6 A). Dieses Ergebnis ist insofern Uberraschend, da dieses Verhalten
bisher nur nach Zufihrung von Antioxidantien festgestellt werden konnte [76]. In
vorangegangenen Studien erhdhten sich die Carotinoid-Werte ebenfalls oder blieben auf
dem gleichen Niveau, je nachdem wieviel Antioxidantien verabreicht wurden. Im Unterschied
zu diesen Studien geben unsere Daten ein differenzierteres Bild bei Rauchern wieder, da
das Level der kutanen Carotionoide (exogenes Antioxidans) und die Radikalfangertatigkeit
(Ratenkonstante) durch das erhéhte GSH (endogenes Antioxidans) negativ miteinander
korrelieren.

Die ESR-Spektroskopie, welche eine nicht invasive Methode darstellt, stellt eine effektive
Methode dar, um den antioxidativen Status in der Haut (in vivo/ ex vivo) [62, 64, 66, 76] und
in Zellkulturen [68-70] zu bestimmen. Die ESR Methode macht bestimmt die AO-Kapazitat
als Gesamtheit, obwohl die Empfindlichkeit zwischen verschiedenen Antioxidantien
unterschiedlich ist. Das Testradikal TEMPO, welches in dieser Studie verwendet wurde,
reagiert kaum mit Carotinoiden [82], jedoch sehr gut mit Vitamin C [65].

Die ESR-Ergebnisse zur Ratenkonstante lassen darauf schlieRen, dass das gestarkte
antioxidative System (in unserer Studie durch GSH vertreten) die unerwartete hohe
Ratenkonstante in der Haut bei Rauchern erklaren konnte (Abbildung 6 A). Diese Annahme
wurde durch die 1,5-fache Erhéhung der Ratenkonstante und des GSH-Levels in der Haut
von Rauchern bestarkt. Die amphiphilen Eigenschaften von TEMPO ermdéglichen es dem
Testradikal in die Zelle einzudringen und hierdurch mit endogenen Antioxidantien zu
reagieren [82]. Fuchs J et al. haben gezeigt, dass der TEMPO-Abfall in der Haut
Uberwiegend mit der Reduktion durch AOs zusammenhangt, denn die Reoxidation mit dem
Oxidationsmittel Kaliumferricyanid fuhrte wieder zu einem 90%igen Anstieg des EPR-
sichtbaren Nitroxids [83].

Die in dieser Studie erhaltenen Ergebnisse zeigen zum ersten Mal, dass die Ratenkonstante
in der Haut hauptsachlich durch lokale endogene Antioxidantien beeinflusst wird. Generell
sollten somit immer zusatzliche Messungen von endogenen Antioxidantien bei kutanen
Untersuchungen getatigt werden, um mogliche Diskrepanzen zwischen endogenen und
exogenen Antioxidantien erkldren zu konnen. Es sei jedoch darauf hingewiesen, dass
TEMPO nicht nur mit Antioxidantien reagiert [84], d. h. eine Oxidation zum Oxoammonium-
Kation ist moglich. Oxoammonium katalysiert Oxidationsreaktionen von organischen
Verbindungen wie z. B. Alkoholen, was zur Bildung anderer stark oxidierender Substanzen
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fuhrt [85]. Bislang konnte eine solche Reaktion in der Haut jedoch nicht nachgewiesen
werden.

Wie bereits oben erwahnt, lasst der Anstieg von kutanen endogenen Antioxidantien auf einen
Adaptionsprozess bei Rauchern schlieen. Diese Ergebnisse konnten in der Haut (Abbildung
6 B), jedoch nicht im Blut gezeigt werden (Abbildung 8), was sich durch die hohe Fluktuation
der einzelnen Komponenten im Blut erklaren Iasst.

Bizon A et al. konnten zeigen, dass starke Raucher (>20 Zig./Tag) eine erhéhte GSH-
Konzentration im Blut aufwiesen, wahrend Nichtraucher und mittelstarke Raucher (<20 Zig./
Tag) vergleichbare GSH-Konzentrationen zeigten [86]. Eine andere Studie unterstlitzte die
Aussage der fehlenden Wirkung auf die GSH-Konzentration im Blut bei einem
Zigarettenkonsum von unter 20 Zig./ Tag [87].

Die Untersuchungen bezogen auf den Kurzzeiteffekt (4h) durch definierten
Zigarettenkonsum bei Rauchern zeigten weder fiir die Carotin-Konzentrationen (Abbildung
10) noch fir die Ratenkonstante in der Haut (Abbildung 10) Veranderungen zum
Grundzustand. Dies stimmt mit den Ergebnissen friherer Studien Uberein, dass
Supplementationen von Antioxidantien nicht zu einer sofortigen Anderung fiihren, sondern
erst nach einer Zeit von etwa 2-8 Wochen eine kutane Veranderung im Carotinoid-Level bzw.
in der Ratenkonstante messbar ist [65, 76].

Die Haut stellt eine Reservoirfunktion fir Substanzen, die entweder topisch angewendet,
systemisch zugefuhrt oder vom Korper selbst synthetisiert werden, dar [88, 89]. Im
Gegensatz zur Haut, konnte im Blut ein signifikanter Rickgang der Lycopin- (Abbildung 11)
und des-GSH-Levels (Abbildung 12) bei starken Rauchern 4h nach dem Zigarettenkonsum
festgestellt werden. Im Unterschied zu dem Lycopin-Level im Blut, sank die R-Carotin-
Konzentration (welche bereits bei starken Rauchern erniedrigt war) nicht weiter ab
(Abbildung 11).

Unter den Carotinoiden ist Lycopin der effizienteste Fanger von Sauerstoffradikalen. Die
Einfangrate ist zweimal so hoch wie die von R-Carotin und 10mal héher als von alpha-
tocopherol (Vitamin E) [90]. Die Adaption der Haut an das Langzeitrauchen durch die
Erhéhung des endogenen antioxidativen Levels kdnnte die schadlichen Effekte des
Rauchens, wie vorzeitige Hautalterung, Hautkrebs, verringern.

Exogene Antioxidantien haben eine Vielzahl an Aufgaben im Kérper und scheinen somit
nicht ausreichend zu sein, um die komplette AO-Homoéostase bei Rauchern
aufrechtzuerhalten. Exogene Antioxidantien mussen kontinuierlich Uber die Nahrung
aufgenommen werden. Der Transport bis in die Haut kann schnell erfolgen (Vitamin C durch
aktiven Transport)[91] oder Stunden bis Tage dauern (fir lipophile AO wie Carotinoide oder
Vitamin E, die die Haut Uber Schweil® und Talg passieren) [92, 93]. Es sollte zudem beachtet
werden, dass die lokale Erhéhung endogener Antioxidantien nicht die verfriihte Hautalterung
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bei Rauchern verhindern kann [94, 95], aber eine gezielte Supplementation sich positiv
auswirken kann.

Dennoch konnte in einer Krebspraventionsstudie gezeigt werden, dass eine UbermaRige
Dosierung von Vitaminen (exogene AOs) einen gegenteiligen Effekt auf den Stoffwechsel
haben kann. Mannliche Raucher, die mit hohen Dosen von Vitamin E und R-Carotin
supplementiert wurden, zeigten keinen Schutz vor der Entwicklung von Lungenkrebs - im
Gegenteil, die Tumorrate stieg unerwartet an [96, 97]. Eine Ubersichtsstudie von 2008 mit
verschiedenen AOs ergab eine erhohte Sterblichkeitsrate fiir Probanden, die Vitamin A
supplementierten, wahrend eine Vitamin-E-Supplementierung keinen Effekt hatte [98].
Zusammenfassend kann gezeigt werden, dass eine Supplementierung mit AOs sowohl
schéadliche als auch nutzliche Effekte auf den Metabolismus und die AO-Homdbostase von
Rauchern haben kann.

Bei der Beurteilung des Effektes des antioxidativen Status und des kontrollierten
Zigarettenrauchens bei starken Rauchern bezogen auf die Genexpression von
stressassoziierten Genen in Blutzellen, wiesen der Grofdteil der untersuchten Gene keine
signifikanten Veranderungen auf (Abbildung 14). Der einzige signifikante Unterschied wurde
fur das Gen AKR 1C2 festgestellt, wobei der Grundstatus bei starken Rauchern
interessanterweise sogar abgefallen war. Diese Daten schlielen einen gréReren
systemischen oxidativen Stress bei starken Rauchern in Akutsituationen aus, unterstlitzen
aber die langfristige kompensatorische Anpassung an permanentes Rauchen. AKR 1C2
gehort zur Familie der Aldo-Ketoreduktase 1 und wird bei akuter Aktivierung (durch
oxidativen Stress) des Haupttranskriptionsfaktors NRF2 induziert. Die Aldo-Ketoreduktase
Familie umfasst eine Gruppe von NAD(P)H-abhangiger Oxidoreduktasen die in dem
Metabolismus von xenobiotischen Derivaten, wie beispielsweise in Tabak, der Entgiftung von
reaktiven Lipidperoxiden und Aldehyden und in der Synthese von Antioxidantien sowie
Zellschutzender Substanzen wie Retinsaure involviert sind [61]. Im Unterschied zu Blutzellen
werden AKR Gene, welche sich im exponierten Atemwegsepithel bei Rauchern befinden,
hochreguliert [99]. Nach heutigen Kenntnissen existieren derzeit keine Daten tUber AKR 1C2
in Blutzellen bei Rauchern oder anderen Probandengruppen.

Ob die selektive Herunterregulierung der Immunzell-AKR1C2 Expression und ihre mogliche
negative Korrelation mit dem IL-22-Level (Abbildung 13) nicht nur einen ausgeglichenen
Langzeit-Oxidationszustand widerspiegelt, sondern die Eignung von AKR1C2 als Indikator
fur den AO-Status des Korpers, muss in weiteren, Studien untersucht werden, die auch
Hautproben von Rauchern und Nichtrauchern einschlie3en sollten.

Interleukin-22 ist ein Mediator, der im Blut von Rauchern einen erhéhten Wert aufweist [100].
Dieser Trend konnte ebenfalls im Zusammenhang mit dem AKR 1C2 Level bei den
untersuchten Probanden bestatigt werden. Es konnte gezeigt werden, dass definiertes
Zigarettenrauchen zu einem zeitnahen (4h nach Zigarettenkonsum) Abfall von Interleukin-22
(Abbildung 13) flhrte. Interleukin-22 wird durch aktivierte spezifische T-Zellen und
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lymphoiden Zellen des angeborenen Immunsystems im Gewebe produziert [101]. Die
Funktion dieses protektiven Zytokins beinhaltet eine antimikrobielle, regenerative und
antioxidative Wirkung auf das Epithel und die Leber [102-104]. Bisher sind die
Regulationsmechanismen der Interleukinproduktion bei Rauchern nicht bekannt.

Man kann spekulieren, dass der kurzfristige Interleukin-22-Abfall durch rauchinduzierten
akuten oxidativen Stress im Lungenepithelgewebe auf lokale Interleukin-22-Produzenten
resultiert; dies muss jedoch in weiteren Studien untersucht werden.

Zusammenfassend konnte in dieser Studie gezeigt werden:

Das korpereigene AO-System der Haut passt sich bei starken Rauchern an und erfillt eine
Schutzfunktion, indem es sich auf mdgliche negative Einflisse durch die Noxe
Zigarettenkonsum auf den Korper vorbereitet. Dieses wird in dieser Studie durch den
signifikanten Anstieg des GSH-Levels gezeigt, welches das endogene AO-System
reprasentiert. Die hohere Ratenkonstante bei Rauchern bestatigt, dass sich der Kérper an
die Noxe Zigarettenrauch anpasst und diesem entgegensteuert. Der Korper ist demnach bei
starken Rauchern auf das erhdhte Stresslevel und die entstehenden Radikale vorbereitet
und versucht diesen bestmdglich zu schiitzen. Dies heil3t nicht, dass Rauchen dem Korper
keinen Schaden zufligt; aber das die schadlichen Einflisse so gut es geht minimiert werden.
Diese Reaktion des Korpers beantwortet die Frage, ob sich das AO-System zwischen
Rauchern und Nichtrauchern unterscheidet.

Bei der Beleuchtung des Unterschiedes zwischen dem Grundstatus von Rauchern und dem
Status nach definiertem Zigarettenkonsum ergibt sich in der Haut kein signifikanter
Unterschied. Im Blut hingegen ist eine signifikante Verringerung der Lycopin-konzentration
(exogenes AO) und eine Verringerung der GSH-Konzentration (endogenes AO) im Vergleich
zum Basiswert um den Faktor 10 zu erkennen. Hiermit wird das Entgegenwirken des
Korpers gegeniiber dem Stress und den freien Radikalen dargestellt. Um den direkten
Einfluss des Rauchens zu ermitteln, ist somit das AO-System des Blutes aussagekraftiger
als das der Haut.

Das endogene und exogene antioxidative Abwehrsystem bedingen sich gegenseitig und
werden beide beim Abbau von oxidativem Stress beansprucht. Bei der Betrachtung dieser
beiden Systeme wird deutlich, dass das Level der kutanen Carotinoide (exogenes AO) und
die Radikalfangertatigkeit (Ratenkonstante) durch das erhohte GSH (endogenes AO) negativ
korrelieren. Das bedeutet, dass das endogene AO-System der Haut bei sR sich im Sinne
einer Reservoirfunktion auf die standig einwirkenden Noxen einstellt, wahrend die exogenen
AO welche schneller im Blut verfligbar sind verbraucht werden.
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Bei dem Vergleich des Grundstatus von Rauchern gegentber dem Status nach definiertem
Rauchen zeigte sich in der Haut keinerlei Unterschied. Im Blut jedoch verringerte sich die
Lycopinkonzentration signifikant. Die GSH-Konzentration verringerte sich sogar um den
Faktor 10 im Vergleich zum Grundstatus. Somit wirkt das endogene sowie das exogene AO-
System bei sR den entstehenden freien Radikalen nach definiertem Rauchen entgegen.

Um diese Anpassung und Schutzfunktion erflllen zu kdnnen, bendtigt der Koérper
Antioxidantien. Es konnte gezeigt werden, dass die Carotinoid-Werte in der Haut und im Blut
in einem negativen Zusammenhang mit dem Rauchen von Zigaretten stehen und somit die
exogen zugefuhrten Antioxidantien stark verbraucht werden. Da die zugefuhrten
Antioxidantien Uber die Nahrung schneller im Blut verfugbar sind werden diese auch
bevorzugt verbraucht. Dieses System funktioniert gut fir den Kérper, um kurzfristig und
schnell auf schadliche Einfliisse zu reagieren.

Um eine dauerhafte Anpassung zu gewahrleisten, unterscheidet sich wie oben bereits
beschrieben das kutane AO System von Rauchern signifikant gegenuber dem von
Nichtrauchern. Hierdurch zeigt sich die wichtige Rolle der Haut als AO-Reservoir. Dass das
endogene AO- System stimuliert wird, wenn exogene Antioxidantien verbraucht werden,
konnte in dieser Studie zum ersten Mal belegt werden.

Zusammenfassend lasst sich aussagen, dass bei starken Rauchern eine Anpassung des
endogenen AO- Systems besteht, um den Metabolismus vor oxidativen Stress besser
schitzen zu kénnen. Hierbei spielt die Haut als Reservoir die eine wichtige Rolle.

Das endogene AO-System der starken Raucher ist gegenuber den Nichtrauchern starker
ausgepragt und bis zu einem bestimmten Grad auf Stress vorprogrammiert, um diesen
minimal zu halten. Dies bedeutet, dass bereits vor der Stresseinwirkung eine aktive
Gegenregulierung zur Entstehung von oxidativem Stress durch eine erhdhte Grund-GSH-
Konzentration bei starken Rauchern stattgefunden hat. Die erhhte Ratenkonstante (ESR in
vivo) bei Rauchern gegenuber Nichtrauchern kann hierdurch erklart werden. Dies bedeutet,
dass Stress das endogene AO-Abwehrsystem des Kérpers positiv beeinflussen kann.

Das wichtigste Ergebnis dieser Studie ist der Hinweis darauf, dass das endogene AO-
Abwehrsystem des Kdrpers im Stande ist, sich gegeniber regelmaRig einwirkenden Noxen

anzupassen.

Zukunftige Studien kénnten sich mit der Fragestellung beschaftigen, bis zu welchem Grad
sich das endogene AO-Abwehrsystem des Korpers positiv beeinflussen lassen kann und ab
welcher Quantitat sich dieses durch die regelmallig zugefihrte Noxe, hier Zigarettenrauch
gegebenenfalls wieder negativ reguliert. Des Weiteren kdnnten weitere Studien mit einer
grélkeren Probandenzahl die Ergebnisse dieser Studie untermauern.
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AuRerdem kdnnte erforscht werden, ob es einen Unterschied zwischen dem Rauchen von 2
Zigaretten oder beispielsweise 4 Zigaretten gibt. Weiterhin kénnte der zeitliche Rahmen der
Studie ausgedehnt werden und weitere Blutabnahmen in groReren Zeitabstanden
vorgenommen werden.

Die Analyse der Gene durch die Real-Time-PCR koénnte bei einer groler angelegten Studie
zu eindeutigeren und aufschlussreicheren Ergebnissen fuhren.
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