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Kurzfassung

Ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag in #&stwicklung eines Verfahrens zur
Quantifizierung der antioxidativen Kapazitdt vonzeerter Humanhaut, sowie deren
Erh6hung durch neuartige Radikalfanger (NitroxyHiRale). Ein weiteres Anliegen dieser
Arbeit bestand in der Untersuchung der Penetragigesschaften ausgewahlter Nitroxyl-
Radikale mit Hilfe der ESR-Spektroskopie und Tonadigt AufRerdem sollte das
Verhalten der Nitroxide Humanhaut nach UV-Bestragluntersucht werden.

Als wichtigste Ergebnisse der Arbeit sind folgefienkte zu nennen:

e Die antioxidative Kapazitat der Epidermis von ejaiter Humanhaut konnte
bestimmt und mit dem stabilen Modell-Radikals Dipylpicrylhydrazyl, mittels
der UV/VIS-Spektroskopie, quantifiziert werden.

e Topisch applizierte Antioxidantien konnten mit cies Verfahrenin situ auf ihr
reduktives Potential hin getestet werden.

e Die, in dieser Arbeit, topisch applizierten Spinden zeigten ein erhdhtes
Reduktionsvermdgen gegeniiber DPPH. Die NitroxideMPBL (4-Hydroxy-
2,2,6,6-tertramethylpiperidin-1-oxyl) und DHME (5sRylhexansauremethylester)
reduzierten das Modell-Radikal DPPH effektiver alas Standardantioxidans
Ascorbinsdurepalmitat.

e Die antioxidative Kapazitdt von Humanhaut liel3 sichit Thiolgruppen-
Hemmstoffen auf ein Minimum reduzieren

e Es konnte gezeigt werden, dass die Anzahl an UVzidten Sonnenbrandzellen
in exzidierter Humanhaut durch die Substanzen wiscofbinsdurepalmitat,
TEMPOL und DHME verringert werden konnte

e Es konnte mit Hilfe der ESR-Tomografie die Pen@ratder Nitroxyl-Radikale
TEMPOL und DHME verfolgt werden. Auf3erdem konntentemschiedliche
Verteilungsprofile der beiden Spinsonden erstellerden. Dabei war zu
beobachten, dass sich TEMPOL vermehrt im mittlawad unteren Bereich der
Epidermis und DHME im oberen Bereich der Dermishaalt.



Mit Hilfe der Hyperfeinaufspaltung der ESR-Spektremn TEMPOL und DHME
konnte ein Polaritatsprofil der unmittelbaren Umgmadp der Spinsonden festgestelit
werden. Dabei hielt sich das hydrophilere TEMPOleimer polareren Umgebung
auf als das lipophilere Nitroxid 5-Doxylhensaurenyster.

Mit der Reaktion der Spinsonden, nach Bestrahlung exzidierter Haut mit UV-
Strahlung (UV A/B und C), zu ESR-stummen Verbinduinlger die gesamte
vermessen Hauttiefe konnte gezeigt werden, dastMiungsbereich von UV-
Strahlung uber die Eindringtiefe hinausgeht.

Es konnte eine verstarkte Reduktion der Spinsomt¢ME und TEMPOL, in der
Haut, nach UV-Bestrahlung und nach Hemmung de®xdttive Systems durch
SH-Reagenzien festgestellt werden. UV-induziertdgémodukte, wie reaktive
Sauerstoffspezies, wurden vermehrt durch, in dewutHeerteilte, Nitroxide

abgefangen.



Abstract

The present thesis was focused on the developmantnethod to quantify the antioxidant
capacity of excised human skin, and increase byelnoadical scavengers (nitroxyl
radicals).A second aim of this work was to studg genetration properties of selected
nitroxyl radicals using EPR spectroscopy and torapgy. Finally, the behavior of the
nitroxides in human skin after UV irradiation isv@stigated.

The main results of the investigations are:

® The antioxidant capacity of the epidermis of exdis@man skin was determined
and quantified as equivalent of the stable radisgphenylpicrylhydrazyl, by means
of UV/VIS spectroscopy.

® |t was possible to estimat@, situ, the reductive potential of topically applied

antioxidants.
® The topically applied spin probes showed an in@@aeducing activity compared
to untreated skinThe nitroxides DHME (5-doxyl-hexanoic acid methyée$ and

TEMPOL (4-hydroxy-2,2,6,6-tertramethylpiperidineskyl) reduced the model
radical DPPH more effective than the antioxidar#dsc acid palmitate (used as
standard).

® The antioxidant capacity of human skin could beuoed to a minimum with

inhibitors of sulfhydril-groups

® |t was shown that the number of UV-induced sunleeis in excised human skin
could be reduced by substances such as ascorloicpatnitate, TEMPOL and
DHME

® The penetration of the nitroxyl-radicals TEMPOL d&dHME could be pursued by

means of EPR tomographyAlso there could be seen different distributionfies

of the two spin labellt was an increase amount of TEMPOL in the middid a

bottom of the epidermis whereas DHME was stayindpéntop of the dermis.



Also there could be detected a polarity profildref immediate environment of the
spin probes by means of hyperfine splitting of E§bfectra of TEMPOL and
DHME. As a hydrophilic spin label TEMPOL remains polar environment
compared to the lipophilic nitroxide 5-doxyl hexa@nacid methylester.

After UV-irradiation (UV A /B and C) of excised skithe reaction lead to ESR-
silent spin probes over the entire measured skmhdédt could be shown that the
area of influence of UV radiation goes beyond teegtration depth.

There was a greater reduction of the spin probddA®L and DHME, in the skin,
after UV-irradiation and inhibition of the antioxdt system by SH-reagents. UV-
induced secondary products, like reactive oxygestisg, could be scavenged by

nitroxides.
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Kapitel 1

1. Motivation und Zielstellung

Es besteht inzwischen kein Zweifel mehr, dass da8hte Aufkommen von Hautkrebs
direkt mit einer hohen Belastung an ultraviolet&rahlung zusammenhangt. Deutlich
wird dieser Zusammenhang vor allem in Breitengradedenen die UV-Strahlung durch
eine dunnere Ozonschicht mit hoherer Intensitatd@ifErdoberflache trifft, wie es zum
Beispiel in Australien der Fall ist. Dort erkrankpro Jahr deutlich mehr Menschen am
malignen Melanom als in Westeuropa (0,03 %: Auistnal>0,01 %: Westeuropa) (1).
Auch gilt es als sehr wahrscheinlich, dass nicht die kurzwellige UVB-Strahlung,
sondern auch die langerwellige UVA-Strahlung anzleangenen Prozessen beteiligt ist.
Dabei stehen die zwischenzeitliche Entstehung eaktiven Sauerstoffspezies und deren
Eindringen in tiefere Hautschichten im Vordergrumie Weltgesundheitsorganisation
(WHO) hat inzwischen UV-Licht als humanes Karzinogeingestuft (2). Aul3erdem
betrachtet man UV-Strahlung als Hauptursache fir slegenannten hellen Hautkrebs
(nonmelanoma skin cancer) (3), dem Plattenepithalkam und dem Basalzellkarzinom
an dessen Folgen jedes Jahr ca. zwei Millionen bteas (USA) erkranken (4). Unter
diesem Aspekt, ist der in den letzten Jahren ggstie Gebrauch von Braunungsréhren,
die mit einem vielfachen der Sonnenintensitat aebeials sehr kritisch zu bewerten. Das
zunehmend veranderte Sozial- und Freizeitverhatielen Industriestaaten, welcher einen
Schonheitstrend zur gebraunten Haut folgt, ist tzlish flir eine erhdhte

Sonnenexposition verantwortlich.

Mit diesen Entwicklungen wuchs die Notwendigkeit arsatzlichen Schutzsystemen, die
angefangen von simplen Abdeckungsmechanismen biskaraplexeren absorptiven
Substanzen, in den meisten Strahlenschutzmittelfingen sind. Durch das zunehmend

bessere Verstandnis der Mechanismen, die in dert lHaoh einer Bestrahlung mit

1



ultraviolettem Licht stattfinden, ist es mdglichjese nach Art des Prozesses zu

unterstiutzen oder zu unterbrechen.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Untersuchulgy protektiven Wirkung von stabilen
Radikalen mit einer Piperidin oder Oxazolidin-Stiwk auf mogliche UV-induzierte
Hautschadigung. Diese zum Teil eigens fur diese eirtund zum ersten Mal
synthetisierten Stoffe sollten dabei &ulRerlich saidgerter Humanhaut appliziert werden.
Von groRem Interesse war dabei ob und in welchersnf@ die Nitroxyl-Radikale in
Humanhaut eindringen. Ebenfalls wurde die Stabitigr Stoffe nach dem Eindringen in

die Haut analysiert.

Zusétzlich wurde ein Verfahren etabliert, das egemerelle Einschétzung von topisch
applizierten Antioxidantien auf Humanhaut ermddlicRerner wurde dieses Verfahren
hinsichtlich seines Potenzials untersucht, dieoaidative Kapazitat von Humanhaut zu
guantifizieren, da zu Beginn dieser Arbeit keinefriedenstellende Methode hierfiir

existierte.

Schlussendlich soliten die gewonnenen Erkenntnmise prinzipielle Anwendungs-
moglichkeit fur die Substanzgruppe der Nitroxyl-ikade, als Protektiva gegen negative
Auswirkungen von ultravioletter Strahlung, erscige.



Kapitel 2

2. Einleitung

2.1 Aufbau und Funktion von Humanhaut

Die Haut ist das grof3te Organ des Menschen und be#ih Erwachsenen eine
durchschnittliche GroéRe von etwa 2 m2 und ein Gbtvieon ungeféhr drei bis vier
Kilogramm. Eine der wichtigsten Aufgaben der Hasttihre Barrierefunktion, die dem
Schutz des Korpers vor schadlichen Chemikalienhqeenen Mikroorganismen und
energiereicher Strahlung sowie vor dem Verlust &fggener Substanzen insbesondere
von Wasser dient. Daneben erflllt dieses Organ Reibe weiterer wichtiger Aufgaben,
die in einem engen Zusammenhang zur Schutzfunkteimen. Hierzu gehdren der Schutz
vor mechanischen Verletzungen, die Sinnesfunkti¢A@slosung von Druck- bzw. Tast-,
Warme-, Kalte- und Schmerzempfindungen), Regulafiorktionen (Korpertemperatur,
Wasserhaushalt und Blutdruck), Stoffwechselfunigim(Synthese und Metabolismus von
Stoffen), Exkretionsfunktion (Ausscheidung von &oftber Schweil3- und Talgdrisen)
und Kommunikationsfunktion, die unter anderen Mitggen des vegetativen
Nervensystems (z. B. Erroten, Erblassen, Haarstrjulveitergibt, die Erzeugung des
Eigengeruchs durch apokrine Schwei3driisen oder Kdismmunikation mit inneren

Organen beinhaltet.

Die Haut lasst sich grob in Epidermis, Dermis urub&itis unterteilen, die je nach
regionalen und individuellen Gegebenheiten einelisghnittiche Gesamtdicke von 1,5
bis 4 mm hat, von denen im Durschnitt 0,1 mm aléihdie Epidermis entfallen.



Die Epidermis lasst sich lichtmikroskopisch in fu8thichten einteilen, die nahtlos
ineinander Gbergehen (s. Abbildung 2.1). Die Bassizhicht (Stratum basale) die auf der
Basalmembran die Grenze zur Dermis bildet und mgesannten Ankerfibrillen mit

dieser in Verbindung steht (5), bildet durch Zdlieg den Rest der epidermalen
Hautschichten aus. Die dafur verantwortlichen Keodtlasten (Stammzellen) bilden
Tochterzellen, die dann nach aufRen wandern und dabdifferenzieren. Beim gesunden
Menschen betragt die Zeit von der Neubildung eifelle in der Basalschicht bis zur
Abschilferung als verhornte Superfizialzelle duwdisttich 27 Tage (6). Die

Basalzellschicht ist auch der Entstehungsort desal®ans, der haufigsten Art des
Hauttumors. Die begunstigten Hautareale sind deateallem sonnenexponierte Bereiche
wie Gesicht, Nacken und Kopfhaut. Meistens handglsich dabei um eine kumulative
Lichteinwirkung, wodurch, das Basaliom erst im spat_ebensalter auftritt (7). Als

Hauptursache fur den Basalzellenkrebs wird langkigeeUV-Strahlung vermutet, da sie

in tiefere Regionen der Haut vordringt als kurzigellStrahlung (8, 9, 10).

Stratum cornewn =
Stratum lucidwn =
-

Stratum granuloswn —

Stratum spinoswn —

Stratum basale =

Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau der Epidermis nt den funf, morphologisch

voneinander zu unterscheidenden, Schichten.

In der darauf folgenden Stachelzellschicht (Stratspinosum) beginnen die zuvor
saulenformigen Zellen ihre Form abzuflachen undh&ldrmige Fortséatze auszubilden,
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die die benachbarten Zellen durch Desmosomen \ahin Die sich weiter-
differenzierenden Keratinozyten beginnen schon imierder Produktion von Keratin, was
sich intrazellular zu Filamentbindeln organisidrt. dieser Zellschicht liegt auch der
Ursprung des Plattenephitellkarzinoms, dass zwahtnso haufig wie das Basaliom
vorkommt, jedoch deutlich gefahrlicher ist, da es Metastasenbildung neigt.

Im Anschluss folgt die Granularzellschicht (Stratigranulosum) dann das Stratum
lucidum um schlie3lich zur aufRerste Epidermis-Sthicu kommen, zur Hornschicht

(Stratum Corneum). Diese Barriere dient als Gréchg sowohl fir Fremdstoffe von

aul3en als auch fur Wasser und kleine Molekule vmen nach aul3en. Somit muss die
Hautbarriere den Organismus einerseits vor aufliesasiven Einflissen schitzen und
gleichzeitig reguliert sie den Wasserhaushalt fiérldbensnotwendige Homdostase. Die
Funktionen Ubernimmt eine hochkomplex organisiaentel aul3erst anpassungsfahige,
biologisch tote Hornschicht. Das Stratum corneurstdle aus praktisch angeordneten,
abgestorbenen und verhornten Keratinozyten, sogésrarCorneozyten, und bildet eine
der effizientesten Barrieren im menschlichen Orgaunis (11).

Stratum comeum u.
Stratum lucidum

Stratum granulosum u.
Stratum spinosum

Stratum basale

Abbildung 2.2: Querschnitt durch die menschliche Epdermis. Die Pfeile markieren
Melanozyten, die neben den Basalzellen eingelagerind. (VergroRerung: 200fach,

Hamatoxyllin & Eosin gefarbt)



Ebenfalls in der Epidermis vorkommende Zellen giiel Melanozyten, immunologisch
aktive dendritische Zellen sowie Mechanorezept@kéerkel-Zellen). Sehr wichtig fir den
Schutz vor UV Strahlenschaden sind vor allem diedém Basalschicht angesiedelten
Melanozyten, die durch UV-Strahlung vermehrt zurldviebildung angeregt werden (s.
Abbildung 2.2). Langerhans-Zellen findet man Gbegeind im Stratum spinosum, wo sie
wie die Melanozyten mit zahlreichen dendritischeslifdrtsatzen (Desmosomen) mit den

umgebenden Keratinozyten in Kontakt stehen.

2.2 Auswirkungen der UV-Strahlung auf die biologisben

Systeme der Haut

Ultraviolettes Licht ist definiert als Strahlunga@mem Wellenlangenbereich zwischen 100
und 400 nm, wobei eine weitere Unterteilung in dk&llenlangenbereiche besteht: UVC-
Strahlung (100 bis 280 nm), UVB-Strahlung (280 320 nm) und UVA-Strahlung (320
bis 400 nm). Wahrend die UVC-Strahlung vom Sauéfrstaer Atmosphéare (bis 200 nm)
und von der Ozonschicht in der Stratosphare (b 29) vollstandig absorbiert wird,
erreichen die UVA- und ein Teil der UVB-Strahlung cErdoberflache (12). Durch die
sukzessive Zerstorung der Ozonschicht nimmt der 4Bl allerdings standig zu (13).
Ultraviolettes Licht, dass auf die Haut trifft, wirgréf3tenteils von der Hornschicht
reflektiert, diffus gestreut oder absorbiert (14aneben kann abhangig von der
Wellenlange ein erheblicher Teil der Strahlung inteuschiedliche Hautschichten
vordringen. Die Eindringtiefe verhalt sich dabeioportional zur Wellenlange der

eintreffenden Strahlung.

Tabelle 2.1: Prozentuale Transmission von UV-Strabing durch eine Standard-Haut (Dicke 70 pm,

Stratum corneum, 20 um, nachBrulset al. (15)

uvC uvB UVA

(254 nm) (290 nm) (365 nm)
Stratumcorneun 18 14 64
Lebende Epiderm 0,0¢ 0,27 19



Bruls et al(15) haben, ausgehend von einer durchschnittliépdermisdicke von 70 um
und einer Dicke der Hornschicht von 20 pm, prozaletuTransmissionswerte fur
unterschiedliche Wellenlangen im UV-Bereich bereti(s. Tabelle 2.1)

UVA-Strahlung erreicht je nach Dicke der Hornschidermales und zum Teil subcutanes
Gewebe (16) und wird zu 60 % von der Epidermis died (17). Dagegen dringt UVB-
Strahlung nicht so tief ein, erreicht aber je n&drperregion auch die teilungsfahigen
Keratinozyten der Basalzellschicht und kann dies&digen. Wahrend die energiereichste
UV-Strahlung nahezu vollstandig von der Stratosphatsorbiert wird, ist dennoch der
schadigende Einfluss dieser Strahlung nicht ganzeoRelevanz. Durch den stetigen
Abbau der Ozonschicht durch menschlichen Einflagsigt auch die Wahrscheinlichkeit,
dass kurzwelliges Licht die Erdoberfliche erreichtberdies gewinnt die UVC-
Bestrahlung bei der Abwasseraufbereitung, die &mmghdieses Wellenlangenbereichs
emittieren, bei der Materialbearbeitung, in der Medund in der Weltraumforschung an

Bedeutung.

Die Absorption der Lichtenergie (Photonen) in derauH erfolgt durch die
unterschiedlichsten endogenen Systeme (Nukleinsalupide, Aminoséauren, Melanin).
In dessen Folge kdnnen unterschiedlich angeregitdde der jeweiligen absorbierenden
Struktur entstehen und verschiedene photooxidd®@gaktionen ausgeltst werden (18).
Das Absorptionsmaximum der DNA beispielsweise lizgischen 245 und 290 nm und
kann, wenn Licht dieser Wellenlangen auf die Baaanp trifft, zu Pyrimidindimer-
Bildung fuhren (19, 20), die zum Funktionsverlughren kann. Eine immunologische
Antwort in Folge starker UV-Strahlung tritt in Foremes UV-Erythems (Erythema solare)
auf und kann im schlimmen Fallen Verbrennungscharakaben (19). Die oxidativen
Schaden an Membranlipiden kdnnen als sogenanntepleipxidation auftreten und
werden als direkte Folge radikalischer Mechanisimeschrieben (21, 22). Auf zellularer
Ebene sind die hervorgerufenen Schaden von UVB- WwhidA-Strahlung auf
unterschiedliche Mechanismen zurtckzufiihren. Diezwallige UVB-Strahlung hat
grof3tenteils einen direkten Einfluss auf zellul@®&ukturen (chromophore Systeme),
dagegen schadet UVA-Strahlung Uber einen indirekMag, indem Uber radikalische
Zwischenstufen reaktive Sauerstoffspezies genewertlen, die dann wiederum andere
Strukturen wie DNA und Membranlipide angreifen (2B)e Tatsache, dass die negativen
Auswirkungen von UVA-Strahlung nicht sofort zu selsnd, diese aber 95 % der UV-
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Strahlung (auf der Erdoberflache) ausmacht, istimd warum UVA-Strahlung so lange
zu Unrecht unterschatzt wurde. Der sorglose UmgaitgUVA-Licht in Sonnenstudios
beispielsweise, ist damit zu Recht kritisch zu beere

Die sehr kurzwellige UVC-Strahlung kommt auf ded&perflache praktisch nicht vor und
dringt falls vorhanden nicht bis in den lebendenreB# der Epidermis ein. Der

Wassergehalt des Stratum corneum konnte trotzderu Heitragen, dass hochreaktive
Spezies durch die energiereiche Strahlung entstehgémamit Folgereaktionen in tieferen
Hautschichten beginstigt werden (24).

In jlingster Zeit wurde auch Uber die mdglichen dtibhen Auswirkungen von Infrarot-
Strahlung berichtet. Der Schaden ist aber auf dggisannte Hautalterung (25) begrenzt,
die zwar nicht erwiinscht ist, jedoch eher kosmeé&sd\atur ist, weswegen in dieser
Arbeit nicht weiter darauf eingegangen wird.

2.3 Bildung von Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)ni

Humanhaut durch energiereiche Strahlung

Reaktive Sauerstoffspezies sind Atome oder Molekidie alle ein oder mehrere
Sauerstoffatome in aktivierter Form besitzen alehntrunbedingt radikalischer Natur sind.
Sie zeichnen sich durch eine hohe Reaktivitdt gégemredoxempfindlichen Systemen

und durch eine sehr kurze Halbwertzeit aus (s. laBe?).

Tabelle 2.2: Halbwertzeiten (HWZ) einiger reaktiver Sauerstoffspezies bei 37°C im Vergleich zum
Triplett-Sauerstoff (26)

ROS Formel HWZins
Triplett-Sauerstoff 0. >102
Singulett-Sauerstoff 1Q le10®
Superoxidanionradikal 0O, lel10®
Hydroxylradikal eOH" le10®
Peroxylradikal ROOe 1le102
Alkoxylradikal ROe le10®




Ein freies Radikal kann definiert werden als eiroitoder Molekil, welches ein oder

mehrere ungepaarte Elektronen in den &uf3eren @rbgathalt (27).

Die meisten Radikale zeichnen sich durch extremzeékuHalbwertzeiten und hohe
Reaktivitdt aus. Sie entstehen im Organismus wahmarmaler physiologischer und
metabolischer Prozesse des Zellstoffwechsels ([R&s Superoxidanion beispielsweise
entsteht unter physiologischen Bedingungen dureh whvollstandige Reduktion des
Sauerstoffs innerhalb der mitochondrialen AtmungskeZum Teil werden solche
Reaktionen auch direkt von Immunzellen (phagozgtide Monozyten oder Neutrophile)
zur Abwehr eingesetzt (28). Daneben wird die Ehtstg von Radikalen auch vermehrt
durch aulRere Faktoren, wie UV-Strahlung angeredjt (2 dessen Folge kann durch diese
reaktiven Sauerstoffverbindungen ein breites Spekin oxidativen Schaden sowohl auf
zellularer als auch auf molekularer Ebene erfolyeas dann mit Verdnderung oder dem
Verlust der biologischen Funktionalitat einhergeht.

2.3 Schutzmechanismen der Haut vor UV-Strahlung undROS

Infolge von UV-Strahlung gibt es mehrere untersgltbe SchutzmalRnahmen die von der
menschlichen Haut vorgenommen werden. Einen phistken Schutz bietet die
Ausbildung einer sogenannten Lichtschwiele, daloenikt es zu einer Verdickung aller
Epidermis-Schichten insbesondere der Hornschicligs Deruht auf einer Storung der
Keratinozytendifferenzierung. Es kommt dabei zieewerstarkten Proliferation und einer
verminderten Abflachung der Keratinozyten. Die sodickte Epidermis kann bis auf das
Doppelte der urspriinglichen Ausdehnung anwachsed damit ein Grof3teil der
kurzwelligen Strahlung durch schlichte Absorptiarden oberen toten Schichten abfangen
(30, 31, 32).

Ein weiteres sehr effektives Schutzsystem ist diesofption von UV-Strahlung durch
Melanin, welches von den in der Basalschicht aegedien Melanozyten produziert wird.
Es ist ein biologisches Polymer was hauptsachlich @en Vorstufen Tyrosin und 3,4-
Dihydroxyphenylalanin (Dopa) synthetisiert wird. Bserden grundsatzlich zwei
verschieden Melanine unterschieden, das schwanmbr&wumelanin und das gelblich-
rétliche Phaomelanin. Ersteres kommt haufiger umddunkelhautiger Haut vor und
9



Phaomelanin eher in hellhdutiger Haut, wobei ste¢gle Formen beim gesunden
Menschen gebildet werden. Das Melanin fungiert datle Filter, indem es UVA/B,
sichtbares Licht und Infrarot-Strahlung in harml®arme umwandelt, die dann durch das
Kapillarsystem oder durch die Hautfollikel nach anfiransportiert wird. Zusatzlich ist
Melanin in der Lage ROS direkt zu reduzieren, daireseiner polymeren Struktur
zahlreiche Semichinon-&hnliche Strukturen besitii¢, durch energiereiche Strahlung
generiert werden (33, 34). Dieser Prozess ist sdwelr und wird durch UV-Licht und
sichtbares Licht aktiviert (35, 36). Man kann zwetien von Pigmentierung durch Melanin
unterscheiden, zum einen die sofortige Braunungn@diate pigment darkening, IPD), die
wahrend der Bestrahlung einsetzt und die nur andrédxidation von schon vorhandenem
Melanin-Pigment beruht, und zum anderen die venzégBraunung (delayed tanning,
DT). Letztere entsteht erst nach einigen Tagen herdiht auf vermehrter Bildung von
Melanin in Melanosomen durch die Aktivierung desz¥ns Tyrosinase. Diese

langanhaltende Braunung beginnt erst nach der nemzzllerneuerung abzublassen.

Neben diesen Schutzmechanismen verfugt die Haut ubeschiedene enzymatische
Reparatursysteme, die oxidativen bzw. UV-induzieMeranderungen an der DNA und an
anderen Strukturen der Haut effektiv begegnen ko830, 34). Beispielweise kdnnen
Zellen bei irreparabler Zellschadigung die Apoptoseleiten und somit potenziell
mutagene Zellen entfernen (37). Weiterhin sindefelind Gewebe durch unterschiedlich
lokalisierte (extra- und intrazellulare), antioxila Enzymsysteme vor Ubermaldiger
Schadigung durch ROS geschiutzt. Dazu gehdren alshtiggte Vertreter die
Superoxiddismutase, die Glutathionperoxidase uedKgitalase (34). Ferner sollten hier
auch die sehr effektiven nicht-enzymatischen Antiartien (AO) genannt werden. Dabei
handelt es sich um zum Teil endogen produzierte alsh exogen zugefihrte
niedermolekulare Substanzen. Als wichtigste undekeiffste Vertreter warena-
Tocopherol, Ascorbinsaure und Glutathion zu nenndbiese antioxidativen
Verteidigungssysteme arbeiten dabei zusammen, inelaige die schadliche Substanz
abfangen und dabei selber oxidiert werden um daon,anderen Antioxidantien wieder
regeneriert zu werden. Diese hier vereinfachte Bbugsg folgt in Wirklichkeit einem sehr
komplexen Mechanismus, welcher b&pplegate, Frenk(38) und Thiele et al. (39)
zusammengefasst wird. Bei Untersuchungen an UMfdldtr Saugetierhaut konnte eine
Abnahme verschiedener antioxidativer Systeme fettlie werden (40, 41). Zusatzlich
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konnte ein protektiver Effekt nach topischer Apptikn von Antioxidantien an bestrahlter

Haut von Tieren gezeigt werden (42-45).

Mit diesem Hintergrund war es Ziel in der vorlieden Arbeit antioxidativ wirksame
Substanzen einzusetzen, die diese kérpereigenarz8wchanismen der Haut erganzen
oder ihre Wirksamkeit verstarken.

2.4 Nitroxyl-Radikale

Die Stoffklasse der Nitroxyl-Radikale (oder auchtrbixide) geht bis in das letzte
Jahrhundert zuriick und wurde erstmals 1956 alslesatrganisches Radikal erkannt und
als solche bezeichnet (46-49). Die zunachst parktiagende Bezeichnung einstabilen
freien Radikals lasst sich anhand der Molekulstruktur erklarene C3tabilitat der
organischen Nitroxyl-Radikale beruht einerseits deif Delokalisierung des ungepaarten
Elektrons zwischen dem Stickstoff- und dem Sau#ettom (s. Abbildung 2.3) und

andererseits auf der sterischen Abschirmung décaksthen Struktur.

Welche der beiden Strukturen aus Abbildung 2.3 dgeravorherrscht hangt im
Wesentlichen von dem umgebenden Medium ab. Beigestder Polaritdt des
Losungsmittels liegt bevorzugt die zwitterionisdfmm vor, bei steigender Lipophilie die
andere. Die sterische Abschirmung des ParamaghetiscZentrums ist eine
Grundvoraussetzung, die alle stabilen Radikale ifaden. Deutlich machen das
Untersuchungen voBowman et alund Nilse et al.(50, 51) zur Stabilitat von Nitroxiden
bei denen am-Kohlenstoffatom nur eine Methylgruppe durch einsa&rstoffatom ersetzt
wurde. Diese Strukturen neigen zur Disproportiamer zu den korrespondierendem
Hydroxylamin und dem Nitron.
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Abbildung 2.3: Mesomeriestabilisierter Ubergang desungepaarten Elektrons zwischen

Sticksoff und Sauerstoff, sterische Abschirmung duch vier Methylgruppen

Die aul3erordentlich hohe Stabilitat dieser Sto#k&in verschiedenen Medien macht sie,
kombiniert mit der ESR-Technologie, zu hervorragendModellsubstanzen flr
Untersuchungen verschiedenster Sachverhalte. So dkarBeweglichkeit der Spinsonde?
beispielsweise Ruckschlisse auf die Viskositdét demgebung geben, die
Hyperfeinkopplungskonstante kann Auskiinfte tUber Migkro-pH-Wert geben und man
kann Verteilungsprofile einer Sonde dazu nutzeriUssfolgerungen fur Arzneistoffe, die
von ahnlicher Struktur sind, zu ziehen (52-56). Mi@ér ESR-Tomografie ist es zudem
moglich den rdumlichen Aufenthalt des Nitroxidseimem dreidimensionalen Gerust zu

bestimmen.

Zahlreiche Untersuchungen zur Verteilung von NifeRadikalen in Humanhaut wurden
von Moll (52) undHochkirch(57) vorgenommen. Dabei wurden Erkenntnisse ziar®ét
der verschiedenen Hautschichten und deren Mikrogiskt gewonnen (52). Zuséatzlich
konnte anhand von Bestrahlungsversuchen an exadierHumanhaut eine
strahlungsabhéangige Reduktion der Nitroxide in ldaut festgestellt werden (57). Dieser
Aspekt sollte in vorliegender Arbeit naher untergugerden, um damit den antioxidativen
Charakter von Nitroxyl-Radikalen in Humanhaut zigea. Die protektiven Eigenschaften
von einem Nitroxid gegeniiber Strahlung wurden amiani et al.bei der verminderten
Lipidperoxidation von bestrahlten mit Sonde beladehiposomen gezeigt (58).

1 Als Spinsonde werden in der ESR stabile freie Radibezeichnet, die als Reportermolekiile bei diese

Technologie eingesetzt werden.

12



Eine Phase | Studie von topisch appliziertem TEMROLntein vivo einen Ruckgang der
Alopezie bei Strahlen-Therapie von Hirnmetastasamitken (136). TEMPOL war dabei
nicht im Blut der Probanden zu finden und unerwtitsdVirkungen die auf das Radikal
hindeuteten waren auch sehr selten, was zum eieegiidstige Verteilung in den oberen
Hautschichten verdeutlicht und zum anderen die Yet&raglichkeit dieser Substanz zeigt.
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Kapitel 3

3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Nitroxyl-Radikale

Die Nitroxyl-Radikale 4-Hydroxy-2,2,6,6-Tertrametpiperidin-1-oxyl (TEMPOL) und 4-
Hydroxy-2,2,6,6-tertramethylpiperidin-1-oxyl-benzo@TEMPOL-Benzoat) wurden von
Sigma bzw. Aldrich bezogen 2,2,6,6-Tetramethylidéthyamoniumpiperidin-1-oxyl-
iodid (CAT-1) stammte vom Institut fir organischbeinie der Russischen Akademie der
Wissenschaften, Novosibirsk (Russland). Die Spideos-(4,4-Dimethyl-1,3-oxazolidin-
3-oxyl)-hexadecansaure (5-Doxylpalmitinsdure, DPS)nd 5-(4,4-Dimethyl-1,3-
oxazolidin-3-oxyl)-hexansauremethylester (DHME) @&bbildung 3.1) wurden in der
Arbeitsgruppe synthetisiert.

Die verwendeten Nitroxide kann man grob in zweiffBtassen unterteilen die einen haben
ein Piperidingrundgertst (TEMPOL, TEMPOL-BenzoatATCl), die anderen ein
Oxazolidingrundgerust (DHME, DPS). Durch ihre ustdriedlichen Substituenten

unterscheiden sie sich doch erheblich in ihrer ftataund Molektilgrol3e.

Als ein Mal3 fur die Polaritat oder besser fur digodphilie kann der n-Oktanol-Wasser —
Verteilungskoeffizient herangezogen werden. Inditenn dieser auch fur die Membran-

und/oder Zellgangigkeit herhalten.
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Abbildung 3.1: Strukturformeln der verwendete Nitroxyl-Radikale; (a) CAT-1 K ow = O,
(b) TEMPOL Kow = 3,7, (c) TEMPOL-Benzoat Koiw >> 100 (132), (d) 5-
Doxylpalmitinsaure Ko/w >> 500 (59), (e) 5-Doxylhexansiremethylester (DHMEK o/w
zwischen b und c.

Desweiteren kommt der Molekilform und -groRe eingseheidende Rolle in der
Elektronenspinresonanzspektroskopie (ESR) zu. Zimaneerreicht ein grof3es Molekul
nicht so hohe Konzentrationen im Gewebe wie einnkles Molekll, zum anderen
verursacht ein grof3es sperriges Molekil durch sgengere Mobilitdt ein breiteres
Signal als ein kleines mit einer groReren Mobiliatrch die geringere Konzentration und
durch das Verbreitern der Spektren sind die Signaleschwer vom Grundrauschen zu

unterscheiden.
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Da Nitroxyl-Radikale vor allem als Modellsubstanzéienen, wurden die eingesetzten
Nitroxide bewusst mit stark voneinander abweichen&dgenschaften ausgewahlt, um
moglichst viele Erkenntnisse in Bezug auf VertagjunTransport und Stabilitat in

Humanhaut zu erhalten.

3.1.2 Mikroemulsion

Sogenannte Mikroemulsionen sind kolloidale Lésungaa miteinander nichtmischbaren
Flussigkeiten und bestehen hauptsachlich aus @ilasserphase, einer Olphase und einem
hohen Anteil an hydrophilem Tensid und hydrophobi€atensid. Die in dieser Arbeit
verwendete Mikroemulsion wurde vdarkovr et al. (42) entwickelt und zunachst in zwei

unterschiedlichen Zusammensetzungen getestetlfslld3.1).

Tabelle 3.1: Zusammensetzung der getesteten Mikroedsionen (dargestellt sind die jeweiligen

Komponenten in Gewichtsprozent)

Komponenten w/o o/w
Miglyol 812° 24,8 7,5
Labrasol® 46,6 37,9
Plurol oleique® 12,4 9,6
Destilliertes Wasser 16,2 45

Nach eigenen umfangreichen Voruntersuchungen nmit Nieroxyl-Radikalen wurde die
o/w-Emulsion fir die weiteren Experimente bevorzugla sie ein besseres
Penetrationsverhalten zeigte als die w/o-Emulsider. Begriff ,Emulsion® ist in diesem
Kontext nicht im herkdmmlichen Sinne zu verstehdan,es sich bei einer Mikroemulsion
nicht um eine Dispersion von feinen Wasser/Ol-Tebph in einer Ol/Wasser-Phase
handelt. Vielmehr handelt es sich um einen Zusiandem Wasser in Ol geldst ist und

umgekehrt. Sie werden deshalb auch als ,kritisabgubgen” bezeichnet (60) und werden
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den einphasigen, flussigen Systemen zugeordnet. (B1)diesem Fall steht die

Bezeichnung o/w fur den htheren Wasseranteil aleiirw/o Formulierung.

Das Tensid Capryl-caproylmacrogol-8-glycerid (Lamf) und das Kotensid
Polyglyceryl-6-dioleat (Plurol oleiq®, wurden von der Firma Gattefossé (Saint-Priest
Cedex, Frankreich) bereitgestellt, die Ol-Phaselydig812® von der Firma Hiils (Essen,
Deutschland).

Die Herstellung der Mikroemulsion erfolgte durcinfaches Mischen der Bestandteile in
einem Glasgefal3. Die am Anfang noch tribe Losunglevmach kurzem Stehen klar. Die
Spinsonden und der Standard (Ascorbinsdurepalmiatdden je nach Loslichkeit der
Substanz in der jeweiligen Phase vorgelost und daitnden restlichen Bestandteilen

vermischt.

3.1.3 Stabile Radikale

Das stabile, violett gefarbte Radikal 1,1-DipheBypicrylhydrazyl (DPPH) wurde in
dieser Arbeit in unterschiedlicher Weise verwendestens als externer Standard in der
ESR-Tomografie, zweitens fur die Quantifizierungr d8pinsondenkonzentration in
exzidierter Humanhaut, drittens als Modellradikaki bder Quantifizierung der
antioxidativen Kapazitdt von Humanhaut und viertensr Bewertung neuartiger
Radikalfanger. Als zweites stabiles Radikal wurdeachst das gelb gefarbte Galvinoxyl
(2,6-Ditert-butyl-4-[(3,5-ditert-butylphenyl-4-oxyhethyliden]cyclohexa-2,5-dien-1-on, in
Betracht gezogen (62, 63), da es wie DPPH prinkifiiedie ESR-Spektroskopie und die
UV/VIS-Spektroskopie geeignet schien. Die sehr hbipephilie von Galvinoxyl machte
es jedoch unmdglich im wassrigen Medium zu arbeiteeshalb sich die Substanz als

ungeeignet erwies.

Jedes stabile Radikal ist auch im festen ZustandneiZerfall durch reduzierende oder
oxidierende Prozesse ausgesetzt. Deshalb ist e®mdiy den wahren Gehalt an DPPH in
der Rohsubstanz zu bestimmen. In der Literatur kbesrzu unterschiedlichen Aussagen
was die Stabilitat in fester Form angeht (64, @rdanov66) konnte zeigen, dass DPPH
in kristalliner Form tber einen Zeitraum von 30rgathstabil bleibt. Der dort experimentell
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ermittelte molare Absorptionskoeffizient wurde flerechnungen in der UV/VIS-

Spektroskopie verwendet. Die Reinheitsangabe vomsteleer (Fluka) lagen bei 85 bis

90 %. Fur die verwendete Substanz wurde ein GebnlB86 + 2 % ermittelt.

3.1.4 Weitere Chemikalien und Materialien

Substanz/Material

Hersteller/Herkunft

Dulbecco’s Modified Eagles Medium Sigme-Aldrich  Chemie

Zellzuchtmedium

Streptomycin

Penicillin

lodacetamid

N-Ethylmaleinimid

Hamatoxyllin nach Mayer

Eosin

Aceton
Chloroform

Ascorbinsaurepalmitat

1,1-Diphenylpikrylhydrazin

1,1-Diphenypicrylhydrazil

Galvinoxyl

Ethanol

Deutschland

Sigme-Aldrich ~ Chemie
Deutschland

Sigme-Aldrich ~ Chemie
Deutschland

Sigme-Aldrich ~ Chemie
Deutschland

Sigme-Aldrich ~ Chemie
Deutschland

Sigme-Aldrich ~ Chemie
Deutschland

Sigme-Aldrich ~ Chemie
Deutschland

GmbH, Minchen,

GmbH, Minchen,

GmbH, Minchen,

GmbH, Minchen,

GmbH, Minchen,

GmbH, Minchen,

GmbH, Minchen,

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschlanc

Sigme-Aldrich  Chemie
Deutschland

GmbH, Minchen,

Fluka, Sigme-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Deutschland

Sigme-Aldrich ~ Chemie
Deutschland

Sigme-Aldrich ~ Chemie
Deutschland

Sigme-Aldrich ~ Chemie
Deutschland

Sigme-Aldrich  Chemie
Deutschland

GmbH, Minchen,

GmbH, Minchen,

GmbH, Minchen,

GmbH, Minchen,
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Propylenglykol

Phosphatpuffer

Nunc-Zellkultureinsatze aus
Polycarbonatmembranen

Humanhaut von kosmeticchen
Operationen aus dem Brust -,
Oberschenkel- oder Bauchbereich

Capryl-caproylmacrogol-8-glycerid
(Labrasol®)

Polyglyceryl-6-dioleat (Plurol oleiqué’),
Miglyol 812°
Glutarsauremonomethylesterchlorid
Dimethylcadmium
4-Toluensulfonséure

Toluen

Diethylether

3-Chlorperbenzoesaure
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Sigme-Aldrich  Chemie

Deutschland

Sigme-Aldrich  Chemie

Deutschland

GmbH,

GmbH,

Miinchen,

Miinchen,

Thermo Scientific, Thermo Electron LED GmbH,
Robert-Bosch Str. 1, D-63505 Langsenbold

Klinik Me yburg, Berlin, Deutschlanc

Firma Gattefossé

Saint-Priest Cedex, Frankreich

Firma Gattefossé

Saint-Priest Cedex, Frankreich

Firma Hiuls, Essesn, Deutschland

Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Deutschland

Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,

Deutschland

Sigma-Aldrich
Deutschland

Sigma-Aldrich
Deutschland

Sigma-Aldrich
Deutschland

Sigma-Aldrich
Deutschland

Chemie

Chemie

Chemie

Chemie

GmbH,

GmbH,

GmbH,

GmbH,

Minchen,

Minchen,

Minchen,

Minchen,



3.1.5 Verwendete Gerate

Gerat

Hersteller

ESR-Spektrometer

Sonnensimulator

UVC-Strahler

Diffusionszellen

Mikroskop

Gefriermikrotom

ESI-TOF-MS

Gewebehomogenisator, Potter-
Elvehjem-Homogenisator

Registrierende UV/VIS Photometer

Radiometer

X-Band-Spektrometer, ERS 220; ZWG
Adlershof, Berlin, DDR

Schnellbelichtungsgeréat/
SUNTEST,Heraeus GmbH, Hanau,
Deutschland

EPROM-L6scher, Robotron/K 0421,
DDR

Side-Bi-Side-Zellen, PermeGear,
Hellertown, PA 18055 USA

Olympus Vanox-T AHT, Deutschland

Frigocut 2800N, Reichert-Jung,
Heidelberg, Deutschland

LCQ Deca XP; Thermoquest-Finnigan,
San José, CA, USA

Potter S-Homogenisatof, B.Braun
Biotech International, Sartorius AG,
Weender Landstarf3e 94-108, 37075
Gottingen, Deutschland

UVICON, Kontron Instr.,
Zimmermann, Deutschland und
UVv-2191 PC/UV/VIS-Spectrometer,
Shimadzu, Japan

Grol3-

UV-Radiometer 211/PRC (UVC), PRC-
Krochman, Am Sandwerder 47, 14109
Berlin, Deutschland
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3.2 Analytische und préaparative Methoden

3.2.1 UV/VIS-Spektroskopie

Die UV/VIS-Spektroskopie wurde in dieser Arbeit pgsichlich fiur die Quantifizierung

des stabilen Radikals Diphenylpicrylhydrazyl verden Dazu kam ein

Zweistrahlphotometer zum Einsatz. Die Quantifizigyu erfolgte anhand von
Kalibrierungsgeraden (s. Kapitel 4) oder mit Hitfes molaren Absorptionskoeffizienten
(s. Kapitel 6).

Zur qualitativen Analyse wurde die UV/VIS-Spektrople, bei der Umsetzung von
Diphenylpicrylnydrazyl zu  Diphenylpicrylnydrazin, utth  Auswertung von
Vergleichsspektren eingesetzt.

3.2.2 Bestrahlungsquellen

Sonnensimulator

Um das Spektrum der natirlichen Sonneneinstrahlang imitieren, wurde ein
Sonnensimulator verwendet. Die relativen Strahlumgasitaten fur das ausgesandte
Spektrum sind in Abbildung 3.3 dargestellt. DieaBtungsintensitadten wurden mit einem
Radiometer und den zugehdrigen Sensoren (UVB-BeréiMA 2101 und UVA-Bereich,
PMA 2110, Solar Light, Glenside, Pennsylvania, USAf der HOohe des Probentisches
gemessen. Fur den UVB-Bereich betrug sie 630 pW/¢im2den UVA-Bereich 11,6

mW/cm? und fir das gesamte Spektrum 83 mW/cm?.
UVC-Strahlungsquelle

Als UVC-Strahler wurde die Lampe aus einem EPROMedh#&r (Erasable-Programmable
Read Only Memory) verwendet. Die Lampe hatte eimesBionswellenldnge von 254 nm
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(s. Abbildung 3.2) und die Strahlungsintensitat magh zehn Minuten Aufwarmphase bei
konstanten 22 mW/cm2. Gemessen wurde die Intensiiiteinem Radiometer (UV-

Radiometer 211/PRC) bei 1cm Abstand von der Lampas auch der Proben-
positionierung bei den Bestrahlungsexperimentespeath.

Spektrale Verteilungen

20
18 -
16 -
14 -
12 -
10 -

nea
L

v sichthares Licht _ ——EPROM-Loscher
A {UVC-Strahler)

AN
N

Sonnensimulator

Strahlungsstiirke (mW/cm?)

200 300 400 500 600 700 300

QN A o

Wellenlange {nm)}

Abbildung 3.2: Wellenlangenspektrum der verwendetenStrahlungsquellen und deren
Einteilung.

Versuchsaufbau

Fur die Bestrahlungsexperimente mit dem Sonnenaimulwurde die Haut in einer
Petrischale mit Nahrmedium (s. Kapitel 3.2.5.1) aufen Kihlblock (10 °C) geleqgt.
Zuséatzlich wurde der Luftstrom, des Kuhlungsgeldader Lampe, um die Hautprobe
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geleitet, da sonst eine drastische Austrocknung Hiaut stattgefunden héatte. Trotz
erheblicher Warmeentwicklung in dem Sonnensimulagoreichte die Oberflachen-
temperatur nie einen Wert tUber 42 °C. Gemessenendiel Temperatur mit Hilfe eines
Infrarot-Thermometers (Braun ThermoScan IRT 402fdatot-Thermometer, Kronberg,
Deutschland). Bei der Bestrahlung mit dem EPROMebhés trat keine nennenswerte
Temperaturerhbhung ein. Trotzdem wurden, um digM@&hbarkeit zu gewahrleisten, die
Hautproben auf demselben Kuhlblock positioniert.

Trotz der MalZnahmen um das Austrocknen zu verhmdgb es bei langerer Bestrahlung
(30 Minuten) Verdunstungseffekte, weshalb nachithgMedium (1 ml) hinzugefugt

wurde.

3.2.3 ESR-Spektroskopie/Tomografie

ESR-Spektroskopie

Die Elektronenspinresonanzspektroskopie gehért Bu @ruppe der magnetischen
Resonanzmethoden. Wie bei allen anderen Formen Sgexktroskopie, kann nach
Absorption eines bestimmten Energiebetrags ein tQpekaufgenommen werden, der im
untersuchten System einen Ubergang von einem disatg@iedrigen in einen energetisch

héheren Zustand erzeugt. Die absorbierte Energigenisst sich nach

AE = hev
h: Plancksches Wirkungsquantum

Vi Frequenz

beschreiben (67).

Im Fall der ESR wird die Energie, zum Ubergang ®inElektronenspins vom
Grundzustand in einen angeregten Zustand, durchAdbsorption von Mikrowellen
erzeugt. Dieser Ubergang ist durch Aufhebung desreten Spin-Zustands durch
Anlegen eines homogenen Magnetfelds fur Elektromenunvollstandig besetzten
Orbitalen moglich. Befindet sich ein ungepaarteskEbn in einem aulReren magnetischen
Feld, kann der Vektor des magnetischen Moments zmégliche Orientierungen
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eingehen, die mit den zwei erdenklichen Orientigam des Spinvektors parallel oder

antiparallel zum angelegten magnetischen Feld &pamdieren.

Die Spinquantenzahl S eines Elektrons betragt =zfdlglich ist die Energie eines

Elektrons in einem magnetischen Feld entweder mit
El = +1/Zg'H QB

oder

E. = -Yag-H-p

L= -
zu beschreiben. Diese Energieaufspaltung eines tratek durch Anlegen eines

magnetischen Feldes bezeichnet man als Zeemandiufsg. Die Energiedifferenz
zwischen den zwei Spin-Zustanden des Elektronshbeibt

AE = E - E,= g-B-H.
B: Bohrsches Magneton

g: g-Wert des freien Elektrons

H: magnetisches Feld

Die Messung dieser Energiedifferenz ist die Grugellader ESR-Experimente. Das
Anlegen eines Mikrowellenfeldes mit Quantensvjh einer Energie gleich fH in

senkrechter Orientierung zum Magnetfeld H bewirkh dbergang des Elektronenspins

zwischen beiden Zustanden (68).

Ein wesentlicher Unterschied zwischen der ESR wrdeathenfalls zu den magnetischen
Resonanzmethoden gehdrenden NMR ist bedingt duechrderschiedlichen Massen von
Kern und Elektron und die damit verbundenden unheegllichen magnetischen Momente.
Daraus ergeben sich Unterschiede in Bezug auf die Amregung erforderlichen
Magnetfeld-Frequenz-Kombinationen und auch im 2esfer zwischen ESR und NMR.
Heute werden in der NMR Frequenzen bis 800 MHz eadet, wahrend in der ESR der
GHz-Bereich dominiert. In den letzen Jahren wurde dESR-Technologie in
zunehmendem Mal3e im biochemischen Bereich eindesess eine Verringerung des
Frequenzbereichs auf bis zu 500 MHz zur Folge ha#&efgrund der groRReren
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Eindringtiefe dieser Mikrowellen war es mdglich Maagen am lebenden Objekt

(z. B. Kaninchen und Ratten) durchzufthren.

Daraus resultieren unterschiedliche ,Zeitfenstend (Empfindlichkeiten der Methoden.
Die Anwendung der X-Band-ESR mit Frequenzen um % @Eistattet es, Prozesse vom
Mikrosekundenbereich bis in den Pikosekundenbragittich direkt zu verfolgen. Aus den
unterschiedlichen Massen und damit unterschiedlichagnetischen Momenten von Kern
und Elektron ergibt sich eine hohere Empfindlichkeder ESR, da die
Besetzungsunterschiede der Niveaus im  thermischereici@ewicht der
Boltzmannverteilung gehorchen. Freie Radikale lasseh mit der ESR gegebenenfalls

noch im nanomolaren Bereich nachweisen (69).

ESR-Tomografie

Die bisher genannten physikalischen Gesetzmal3egkeihd Grundlagen gelten auch fir
die ESR-Tomografie. Im Unterschied zur sogenanfgérdimensionalen” Spektroskopie
ist fur die rdumlich aufgeloste Spektroskopie defrahme von mehreren ortskodierten
Projektionen erforderlich. Mit Hilfe von Leistungmstarkern wird in den zusatzlichen
Gradientenspulen ein Magnetfeld erzeugt, das fie jegistrierte Projektion eine genau

definierte Ortskodierung ergibt.

Bevor man mit den ESR-Messungen beginnt, miusserHdigproben in ihrer Grol3e
reduziert werden Der hohe Wassergehalt solchererdbhrt zu hohen dielektrischen
Verlusten bei den hoheren Frequenzen.

Fur die ESR-Messungen wurde eine modifizierte Gewelle aus Quarzglas verwendet
(s. Abbildung 3.3). Auf der Unterseite der Gewelllezevurde ein DPPH-Kristall
anndhernd luftdicht mit einem Deckglas und Klebebdiriert, um einen stationéaren
Zustand zu erhalten. Dieser diente als relativan&ird und wurde fur die Abschatzung
der absoluten Spinzahl nach Abschluss aller Messusgparat quantifiziert.

Die Quarzabdeckung der Gewebezelle diente dazuWaesserverlust durch Verdunstung
moglichst gering zu halten. Ein starker Wasserggnutrde wéhrend der Messung zu
Transportphdnomenen innerhalb der Haut fuhren uarthitddie Position und das
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Verteilungsprofil der Spinsonde andern. Hierzu veur@ine Methode vonMoll
Ubernommen, der eine Gewebszelle als Verdunstumgizseerwendete um diesem Effekt
etwas entgegen zu wirken (52).

Gradienten-

spulen
Resonator P

AN

/ Gewebezelle

\ N\

.--"‘"/
3| |
Aktivkohle-Schicht > i DPPH-Standard
B ‘\‘\
Hautbiopsie

Abbildung 3.3: Modifizierte Gewebezelle fiur die ESRTomografie von humanen
Hautbiopsien, auf der Hautoberflache ist zuséatzlich die Kohle-Schicht fir die

anschlieBende Dicken-Bestimmung dargestellt

Fur die Bestimmung der Hautdicke wurde nach deerdiichen ESR-Messung, eine
zweite Messung durchgefiihrt. Daflr wurde die Haetfdiche mit mikronisierter (g 30

pm, Moll) Aktivkohle markiert. Um einen besondei@den Film an Kohle zu erreichen,
wurde diese in Aceton suspendiert und auf die @Qdudré getropft. Durch das Verdunsten
des Ldsemittels blieb eine diunne Schicht Aktivkodug der Haut zuriick, welche durch

ein scharfes 1-Linien-Signal auf dem Tomogramm aktarisiert ist (s. Abbildung 3.4).

Durch Bestimmung des Abstandes zwischen dem Kahid-dem DPPH-Signal konnte
aufgrund der bekannten Ausdehnung des Quarztrdgetsautdicke ermittelt werden. Die
Messung diente der reinen Dickenbestimmung, daiet sdgliche Effekte auf die
Nitroxyl-Radikale durch das Aceton oder durch déestrichene Zeit nicht von Bedeutung.
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Abbildung 3.4: X-Band-ESR-Tomogramm einer mit Nitroxid (DHME) behandelten
Hautprobe, rechts der DPPH-Standard, in der Mitte das Verteilungsprofil der Sonde in
der Haut, links das Kohle-Signal, das nachtraglich als Begrenzung fir die

Dickenbestimmung aufgetragen wurde (modifiziert nab 57).

Die ESR-Untersuchungen wurden an einem X-Band—&pmkter durchgefuhrt. Als
Resonator wurde ein Rechteckresonatoriod Bverwendet. Um die physiologische
Hauttemperatur tber die Dauer der Versuche zu gésvsten wurde der Resonator mit
einem Kuhlwassersystem auf 32 °C eingestellt.

Fur die tomografischen-Messungen wurden folgenderarReter eingestellt:
Mikrowellenfrequenz: 9,5 GHz, Mikrowellenleistung: mW, Modulationsfrequenz: 100
kHz, Modulationsamplitude: 0,1 mT; Magnetfeldsc&mnT, Scanzeit: 10 s.
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Die so erhaltenen Tomogramme zeigten somit ESRi8&pekals Funktion einer
raumlichen Koordinate. Ein spektral-raumliches Ekpent fur ein Objekt mit der
Ausdehnung L in rdumlicher undH in spektraler Richtung kann nach Gleichung 1
beschrieben werden. Dabei entspricht das ESR-Symekliei einem spezifischen Wert des
Gradienten einer Ansicht des Objekts aus einemirbesen Projektionswinkelo.
Dieser Winkel ist in Bezug zur spektralen Achseirdeft. So entspricht ein Winkel mit
a = 0° einem Null-Gradienten ungl= £ 90 ° jeweils einem unendlich grof3en Gradienten.
Auf diese Weise enthalten alle zwischen diesen &delitegenden Projektionen eine
Kombination von spektraler und rdumlicher Informoati Die erforderlichen

Feldgradienten wurden mittels der Gradientenspuoéain der Formel
Ge =tan (@) AH/L (Gl. 1)

fur die Aufnahme eines kompletten Satzes von Ptiojpe&n variiert. Um das Objekt
abbilden zu kdénnen, musste neben dieser Variates eeldgradienten aber auch die
Sweepweite im Verlauf des Experiments gedndert eer8ie folgte in ihrem Verlauf der

Gleichung 2

Sweepweite =2 AH / cos @) (Gl. 2)

Da es nicht mdglich ist, einen unendlich groRerddi@dienten zu erzeugen, wurde der
Maximalstrom durch die entsprechende SpulenkonsbruKimitiert und damit die zur
Berechnung eines Tomogramms erforderlichen Proje&ti um genau die Zahl verringert
(missing projections), deren technische Realisgruaus apparativen Grinden
ausgeschlossen ist. Diese fehlenden Projektionedemwdurch den Verlauf der tatsachlich
gemessenen Projektionen extrapoliert (138). Fur dedgenden beschriebenen
Tomogramme wurden jeweils 95 Projektionen (davon dflssing projections)
aufgenommen. Aus diesem Satz von Projektionen wanittels gefilterter Rickprojektion
eine Matrix von 256 x 256 Punkten berechnet, diendaur weiteren Auswertung zur

Verflgung stand.
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3.2.4 Quantifizierung des DPPH Standards mit der ES

Eine Quantifizierung in der ESR-Technologie erfotdeinen Standard und die am
haufigsten eingesetzte und wichtigste SubstanBFRH. Eine Charakterisierung die ein
Standard generell und speziell in der ESR-Spektqaiskerfullen sollite um eine spatere
Quantifizierung durchzufiihren hatordanov(76) zusammengefasst und soll hier kurz
erwahnt werden. Ein Referenzstandard sollte,

e (ber ein definierte Zeit stabil sein
e praktische und einfach zu handhaben sein

e sich nicht mit der zu untersuchten Probe (iberschnéien

DPPH erflllt diese Voraussetzungen optimal in atlesi Punkten.

Die Quantifizierung des Referenzstandards DPPH &uaeath einem voHochkirch et al.
(70) etablierten Verfahren durchgefuhrt. Dafir wardier DPPH-Kristall auf der
Gewebezelle (Abbildung 3.5) indirekt photometrisatiasst. Dafir wurden zwei weitere
DPPH-Kristalle (Quantifizierungs-Dots) getrennt gorander auf der Gewebezelle fixiert
(Abbildung 3.5a). Nach der ERS-tomografischen Vessneg aller drei Dots zusammen
(Abbildung 3.5b), wurde ein Quantifizierungs-Dotfemt und photometrisch erfasst (66).
Die verbleibenden zwei Kristalle wurden abermalsidagrafisch vermessen und danach
der zweite Quantifizierungs-Dot entfernt und gléatls vermessen. Durch die erhaltenen
Konzentrationen an DPPH konnte so, zusammen mitEf&R-Messungen, indirekt die
Stoffmenge (gleichbedeutend mit der Menge an uragéga Elektronen) des
verbleibenden Kristalls berechnet werden.
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Abbildung 3.5: (a) Anordnung der Gewebezelle mit de drei DPPH-Kristallen im ESR-
Spektrometer; (b) ESR-Tomogramm nach der Rickkonstuktion der drei Kristalle,
rechts beide Quantifizierungs-Dots (X-Band-Messung)

Der verbleibende DPPH-Kristall diente bei den Hapézimenten zum einen als fester
Standard fur die Dickenmessung und zum andere@mantifizierung der Spinsonden in
der Haut. Im weiteren Verlauf wurde die ermitteof8nenge des Referenzstandards zur

Quantifizierung der Spinsondenkonzentration, intdaut, verwendet.

Tabelle 3.2: Indirekte Quantifizierung des, auf der Gewebezelle verbleibenden, DPPH-Kristalls
(Dot 3). Dot 1 und 2 wurden ESR-spektroskopisch esbst und photometrisch quantifiziert
(Stoffmengen). Der verbleibende DPPH-Kristall (Dot3) wurde mit Hilfe der bekannten Spin-
konzentrationen von Dot 1 und 2 berechnet.

Absorption Konzentration Stoffmenge

bei 520 nm in mmol/I in nmol
Dot 1 0,25 0,021 6,4
Dot 2 0,15 0,013 3,9
Dot 3 - - 7,7
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3.2.5 Humanhaut

Fur diese Arbeit wurde ausschlie3lich Humanhautweedet, die bei kosmetischen
Operationen anfiel. Die untersuchte Haut stammte dam Bauch-, Oberschenkel- und
Brustbereich von gesunden Frauen im Alter von 276l0i Jahren. Es wurde bewusst auf
die Verwendung von kranker Haut (wie z. B. Schujfipehte, Neurodermitis) oder stark
behaarter Haut verzichtet, da es in diesen Fallemizht reproduzierbaren Ergebnissen

kommen kann.

3.2.5.1 Exzidierte Humanhaut

Préaparation der Hautproben: Die hier verwendeten Humanhautproben unterlageer ein
hohen biologischen Variabilitdt, deshalb wurde abehder Praparation darauf geachtet
den Verlauf der Probenpraparation zu standardisied®ie frisch vom Spender
entnommene Haut wurde nach maximal zwei Stundemapigit. Dazu wurde das
Fettgewebe der Subcutis mit Praparierscheren unde®en vorsichtig entfernt noch
anhaftendes Blut wurde mit einem Phosphatpuffer£pH und Zellstoff abgewischt. Um
eine konstante Hautoberfliche zu erzielen, wurdes @em Hautlappen mit einem
Locheisen (@ 20 mm) so viele Hautproben wie moglkisgestanzt. Dabei wurden
Hautpartien mit Narbengewebe, Muttermalen und avdenregelmaiigkeiten ausgespart.
Die Hautproben wurden auf die Polycarbonatmembram Munceinsétzen (@ 48 mm)
gelegt und diese in Zellzuchtplatten eingesetatierdsechs Kammern (@ 50 mm) jeweils
mit 1,5 ml Zellzuchtmedium gefullt wurden. Um eiQuellung der Haut wahrend der
Lagerung zu vermeiden, wurde darauf geachtet, des$®olycarbonatmembran trocken
bleibt und sich kein Uberschuss an Medium auf dber@iche ansammelt. Durch die
Bereitstellung von Nahrstoffen und die Lagerung4éC kann die Viabilitat der Haut bis
zu 8 Tage nach der Entnahme gewébhrleistet werden.Umsetzung von Glucose zu
Laktat im Zuge der anaeroben Glykolyse sinkt in Haatproben innerhalb der ersten 18 h
nach der Entnahme jedoch um etwa 70 % ab (Mb)l untersuchte die Freisetzung von
Laktatdehydrogenase aus abgestorbenen Zellen det #tad konnte diesen Befund
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bestatigen (52). Um reproduzierbare BedingungerBaézug auf die Reduktion von
Spinsonden in der Haut zu schaffen, wurde auf diecBfiihrung von Versuchen innerhalb
der ersten 24 Stunden nach der Entnahme der Hbetprerzichtet.

Aufgrund der Dimensionierung des Resonators inEeR-Anlage und der Problematik
des Auftretens dielektrischer Verluste bei wasdgem Proben wurden die Hautstanzen
fir die ESR-Messungen noch weiter prapariert. Dafér es erforderlich die Hautproben
in ihrer Grol3e deutlich zu verkleinern. Als bestesfahren erwies sich die Methode von
Moll. Dabei wurde die Hautprobe mit Hilfe einer Lochgan@ 4,5 mm) in der Mitte
nochmals ausgestanzt. Da es durch die biologisclaeiahilitat zu erheblichen
unterschieden bei der Dicke der Dermis kommt, warargebracht die Haut auf eine
einheitliche Dicke zu bringen. Diese zeigte nachn d&eschneiden der Dermis mit einer
Praparierschere eine Spanne von 1 bis 1,5 mm.

Applikation der Formulierung auf exzidierte Humanhaut: Die Hautstanzen (& 20 mm)

wurden mit der in Punkt 3.1.2 beschriebenen Miknalsian epikutan behandelt.

Mikroemulsion Mulde

' ?« Hautstanze
=

Abbildung 3.6: Hautstanze (& 20 mm) mit Mikroemulsion in einer Mulde, Glasring
unter der Haut (nicht zu sehen).

Um zu verhindern, dass diese niedrigviskose Foemurig nicht Giber den Hautrand floss
und damit unkontrolliert von der Seite eindrang,seta der Versuchsaufbau modifiziert
werden. Gelbildnern wie AeroSiloder Xanthan Gumffiierhéhen in der beschriebenen

Methode die Viskositat, darauf wurde verzichtet dsich dadurch die
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Transportgeschwindigkeit der Wirkstoffe erniedrigin Spreiten der Formulierung wurde
verhindert, indem ein Glasring unter die Hautprplag¢ziert wurde. Die damit entstehende
Mulde konnte eine maximale Flussigkeitsmenge vol 10 fassen ohne uUber den
Hautrand zu flie3en (Abbildung 3.6).

3.2.5.2 Hauthomogenate

Fur die Herstellung von Hauthomogenaten wurdenchgegen Methoden gepruft, wobei
sich die Kombination von mehreren Verfahren am ggsten erwies. Zunachst wurde
eine Hautstanze grob mit einer Praparierschere fithhuten lang zerkleinert.
Anschlieend wurde die breiige Masse gewogen undinen Gewebe-Homogenisator
gegeben, je nach gewinschter Dichte des Homogsmisaitie isotonische Kaliumchlorid—
Ldsung hinzugegeben. In einem Homogenisator nattePourde die Haut weitere zehn
Minuten zerrieben, zunéachst mit geringer Umdrehmalk und spater mit maximaler
Drehzahl von 8000 mih. Alle Prozesse fanden unter stdndiger KuhlungEiswasser
statt. Die so hergestellten Homogenate hatten dohiges Erscheinungsbild und konnten
fur die ESR-Untersuchungen in eine Kapillare audgen werden. Die Suspension wurde

vor jeder Entnahme re-suspendiert.

3.2.6 Sonnenbrandzellen

Frisch exzidierte Humanhaut aus der kosmetischeinugie wurde vom Fettgewebe
befreit und wie in 3.3.5.1 weiter verarbeitet. Allersuche wurden mit Hautstanzen mit
einem Durchmesser von 20 mm und einer durchsabhith Hautdicke von 3 bis 4 mm
durchgefuhrt. Die Dickenbestimmung erfolgte nadjitch durch Auswertung der
Semidinnschnitte mit einem skalierten Okular. Gafhrai Stunden nach der chirurgischen
Entnahme wurden die Hautstanzen mit einer wirkbad#fdenen Mikroemulsion oder

wirkstofffreien-Emulsion 30 Minuten lang behandelt
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Als Testsubstanzen wurden die Stoffe DHME, TEMPOBS, CAT-1 (Abbildung 1) und
Ascorbinsdurepalmitat eingesetzt, wobei letztetesStandard-Antioxidans fungierte. Die

Nitroxyl-Radikale waren in der Mikroemulsion UbexrdZeitraum der Experimente stabil.

Nach 30 Minuten Inkubationsdauer in einem Brutsckrebei 34 °C wurde die
Formulierung entfernt und die Hautstanzen mit eirfgonnensimulator (Strahlungsstarke
zwischen 300 und 830 nm; UVA-Anteil: 11,6 mW/cm¥/B+Anteil: 630 uW/cm?) 10, 20
und 30 Minuten lang, oder mit einem UVC-StrahlertrgBlungsstarke bei einer
Wellenlange von 254 nm: 22,4 mW/cm?) 1, 5, 10 Mémutang bestrahilt.

AnschlieRend befand sich die Haut fir 40 Stundeaimem Brutschrank bei 3. Die
Hautstanzen wurden danach bis zum Schneiden netreiBefriermikrotom bei -80C

gelagert.

Die Gefrierblocke wurden bei -20 °C mit einem Mitom in 5 pum dinne Vertikalschnitte
abgetragen. Nach dem Antrocknen der Schnitte beinmf&smperatur fir 30 Minuten,
wurden diese mit einem Aceton/Chloroform-Gemisch ) fiir zehn Minuten fixiert. Nach
anschlieendem Trocknen wurden die Schnitte eitard&rd Hamatoxylin-Eosin-Farbung
unterzogen (72, 73). Das Zeitschema fur die Farbaagle leicht modifiziert um ein

optimales Ergebnis zu erhalten.
Ablauf:

1. fixierte Schnitte werden 2 Minuten in eine Hamatoxyin-Lésung (nach
Ehrlich) getaucht

zehnminutiges Blauen der Kerne in flieRendem Leitugswasser

zehn Minuten Trocknen mit Zellstoff

zehn Sekunden mit essigsaurer Eosinldsung gegenfarb

zehn Minuten mit demineralisiertem Wasser spulen

in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydrieren

N o g M w D

endfixieren der Schnitte mit Harz und einem Deckgla

Die Bestimmung der Anzahl der Sonnenbrandzellenolggd mit Hilfe eines
Lichtmikroskops bei 200facher VergroRerung. Dazurdea nur Zellen aus der
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epidermalen Schicht beachtet. Jede Hautprobe wautidrei Objekttrager verteilt, wobei
10 bis 15 Schnitte auf einem Objekttrager (OT) tag6ezéahlt wurden 300 Zellen an
unterschiedlichen Stellen auf jedem OT. Dabei waralwischen pyknotischer und nicht-
pyknotischer Keratinozyten unterschieden. Somit dear pro Hautprobe 900 Zellen
ausgezahlt. Unbedingtes Auswahlkriterium fiir einenr&nbrandzelle waren ein
kollabiertes, dunkel gefarbtes eosinophiles Zytepla und ein grof3er, einheitlich dunkel
gefarbter Nukleus. Zellen, die diese Kriterien rmum Teil erfuliten fielen aus der
Zahlung, da sie weder als gesunde noch als Soraradd®lle identifiziert werden konnten.
Alle OT’s wurden unabhangig voneinander von zwes&®en gezahilt.

3.2.7 Bestimmung der Dicke der Epidermis

Die Dicken-Bestimmung der Epidermis erfolgte anhamn mikroskopischen
Untersuchungen von Hautschnitten. Die papillenar@jruktur der Epidermis macht es

erforderlich, die Schnitte an unterschiedlicherl&ezu vermessen.

Abbildung 3.7: Hautschnitt, 5 um, 200fache VergroReung; Grenze zur Dermis mit

gestrichelter Linie nachgezeichnet, Abstandsmessunagn drei Punkten.

Ein geeigneter Bereich wurde an drei Punkten veseresder dinnsten (linker Pfeil), der
dicksten (mittlerer Pfeil) und einer ebenen (reckteil) Stelle (Abbildung 3.7).
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Untersucht wurden drei Schnitte je Objekttrager drel je Hautprobe. Insgesamt wurden
Uber einen Zeitraum von drei Jahren zehn Hautprobaterschiedlicher Spender

untersucht.

3.3 Synthese und Charakterisierung des neuen Nitrgk
Radikals 5-Doxylhexansauremethylester (DHME)

Ziel dieser Synthese war es eine kurzkettigere Dbgitsdure herzustellen, als die
verwendete Doxylpalmitinsdure. Diese hatte siclchluinre grof3e Molekulgro3e und hohe
Lipophilie, als nicht geeignet, fur die ESR-Messemdnerausgestellt. Zusatzlich sollte der
amphiphile Charakter aber beibehalten werden. Dieskarde, als Orientierung fur die
Molekulgro3e und Ausdehnung, das erfolgreich vedess Nitroxid-Radikal TEMPOL
als Vorbild genutzt. Die 5-Doxylhexansaure schiabeal die aussichtsreichste Substanz zu
sein. Um die Lipophilie von der 5-Doxylhexansaureggniber TEMPOL etwas zu
erhdhen wurde der 5-Doxylhexansaureester syntbetisi

Vorstufe: 5-Oxohexansauremethylester

5-Oxohexansauremethylester wurde nach (74, 751aug Glutarsauremonomethylester-
chlorid und Dimethylcadmium synthetisiert. Eine @ilgeRende Destillation im Kugelrohr
(p=0,3 mbar, Ofentemperatur 100 °C) ergab 5,25lgdaes Ol.

C/H1203 (M = 144,16 g/Mol); Retentionsfaktor (R = 0,44 (Hexan:Ethylacetat = 3:1)
Ausbeute: 60,2%; Ausbeute aus (74): 70%

Massenspektroskopische Auswertung der Vorstufggesnafimmen mit einem EIl (electron
impact) Massenspektrometer. Nachfolgend eine Auflig des Molekll-Peaks bei 144 m/z

und die haufigsten Bruchstiicke.

Massenspektrum [70 eV, m/z, (relative Intensitéo)): 144 (Molekil-Peak, 2,28) 143
(3,35), 129 (15,03), 112 (21,59), 101 (10,39), B8 §0), 74 (29,57), 59 (43,09), 43 (100),
42(26)
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Zwischenprodukt: 2-(3-Methoxycarbonylpropyl)-2,4,4{rimethyloxazolidin

4,29 g (29,8 mmol) 5-Oxohexansauremethylester,818,2150 mmol) 2-Amino-2-methyl-

propanol und 50 mg 4-Toluensulfonsdure wurden i@ @8 Toluen geldost und fir 42

Stunden am Wasserabscheider erhitzt. Nach dem Adakiturde die organische Phase
sechsmal mit gesattigter Natriumhydrogencarbonatips und viermal mit Wasser

gewaschen. Es wurde uUber Natriumsulfat getrocknad das Losungsmittel unter
vermindertem Druck abdestilliert. Es wurden 3,3@iger farblosen, leichtbeweglichen
Flissigkeit erhalten. Dieses Roh-Oxazolidin wurdeneo weitere Reinigung fir den
nachsten Reaktionsschritt verwendet.

Endprodukt: 5-Doxylhexansauremethylester

Zu einer auf 0°C gekuhlten Losung von 3,36 g Rohokdin in 75 ml Diethylether
wurde, innerhalb einer halben Stunde eine Lésung 2,85 g 3-Chlorperbenzoeséure in
70 ml Ether getropft. Nach Erwarmen auf Raumtentpenaurde die Losung weitere 20 h
geruhrt. Danach wurde die Etherphase viermal mit saggter
Natriumhydrogencarbonatlosung und viermal mit Wassgewaschen und Uber
Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Verdampfen déseis unter reduziertem Druck
erhalt man 3,4 g Rohprodukt.

Eine  séulenchromatographische  Trennung an Kieselgé0 (FlieRmittel,
Hexan:Ethylacetat = 4:1) ergab 780 mg reinen (dtimnktchromatographisch)
Doxylhexansauremethylester als gelbliches Ol.

C11H20NO4 (M = 230,28 g/Mol); R = 0,40 (FlieBmittel, Hexan:Ethylacetat = 3:1)
Ausbeute (bezogen auf eingesetzten 5-Oxohexansétirgester): 11,4%

Massenspektroskopische Auswertung des Endprodekitfgenommen mit einem El-
Massenspektrometer. Nachfolgend eine AuflistungMelekil-Peaks bei 230 m/z und die
haufigsten Bruchstiicke.
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Massenspektrum [70 eV, m/z, (relative Intensitéo)): 230 (Molekul-Peak, 3,71)199
(3,22), 184 (3,37), 174 (7,00), 145 (17,81), 128B%8), 113 (100), 100 (26,29), 85 (51,76),
56 (71,53), 43 (91,96)

Elementaranalyse des Endprodukts (in %):

Kohlenstoff | Wasserstoff| Stickstoff
berechne 57,3 8,7¢ 6,0¢
gefundel | 57,30/57,2 8,73/8,7! 5,99/6,0!

Da die Signale von N-Oxylverbindungen in der NMRudkar-Magnetic Resonance)-
Spektroskopie stark verbreiterte Signale ergebemdevzur Messlosung ein Microtropfen
Phenylhydrazin gegeben, also die frisch erzeugkéytiroxyverbindung vermessen.

Auswertung des H-NMR-Spektrums:

'H-NMR (400 MHz, CDCJ): 8 = 1,17 (s, 3H, Ch); 1,23 (s, 3H, Ch); 1,33 (s, 3H, Ch);
1,62 (t, 2H, CH, *3y 4 = 8.0 Hz); 1,74 (m, 2H, Cht 2,33 (t, 2H, CHCO, 31 = 7,3 H2);
3,45 (s, 2H, Ci0); 3,66 (s, 3H, CHO).

Anhand der massenspektrometrischen Untersuchungertlementaranalyse und der H-
NMR-Spektroskopie konnte das synthetisierte NittdXgdikale eindeutig identifiziert

werden.
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3.4 Statistik und Auswertung

Die dargestellten Diagramme wurden mit MS Offic®@2@eneriert, die Daten wurden als
Median = Spanne, bei einer Probenanzahl von unteunNund als arithmetischer
Mittelwert + Standardabweichung, bei einer Probeahh Uber Neun, angegeben. Zur
statistischen Auswertung der Ergebnisse wurde dlisvdre SPSS 12.0G verwendet.

Statistische Unterschiede zwischen zwei Mittelwenteurde mit Hilfe des t-Test unter
Verwendung einer Irrtumswahrscheinlichkeit von wvgeni als 0,05 ermittelt.
Varianzhomogenitat und Normalverteilung wurden pentgend hoher Probenanzahl

gepruft.
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Kapitel 4

4. Entwicklung eines Verfahrens zur Bestimmung
der antioxidativen Kapazitait von exzidierter
Humanhaut und Uberpriifung des reduktiven
Potentials ausgewihlter Antioxidantien mit diesem

Verfahren

Die menschliche Haut ist als aufRere Begrenzungdist@n, zum Teil schadlichen,

Umwelteinflissen ausgesetzt. Deshalb erscheint esval, die hauteigenen

Schutzmechanismen durch physikalische, chemischer tiblogische Protektiva zu

unterstitzen. Diese Arbeit beschaftigt sich mit dmhadlichen Auswirkungen von
ultravioletter Strahlung auf Humanhaut. Dabei wumlech Strahlung aus dem UVC-
Bereich bertcksichtigt, obwohl diese nahezu kompleh der Erdatmosphéare absorbiert
wird, aber z. B. in der Entkeimungstechnologie einehtige Bedeutung besitzt.

Ultraviolette Strahlung lasst sich in drei Wellenldhgenbereiche einteilen:

UVA: Die energiearmste UV-Strahlung bildet zugleichhaunait tGber 90% den
gro3ten Anteil, der auf der Erdoberflache ankomreend)V-Strahlung. Mit einem
Wellenlangenbereich von 320 bis 400 nm, weist UMraBlung auch die grofdte
Eindringtiefe in die Haut auf. Die Strahlung gelamg etwa 20 % bis ins Stratum basale,
und dartber hinaus durch die Lederhaut bis zur £ereler Unterhaut oder Subkutis (77).
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Die schadliche Wirkung von UVA-Strahlung wurde langinterschatzt, wird aber
inzwischen fiir eine ganze Reihe Schaden mitveratiialo gemacht. Die sogenannte
lichtbedingte Hautalterung, die auch als solarestelse bekannt ist, ist eine direkte Folge
von UVA-Strahlung. Durch die hohe Eindringtiefe big zu den Bindegewebsproteinen
Kollagen und Elastin in der Dermis, werden dieseckdAblagerung abnormer elastischer
Fasern zum Teil irreparabel geschédigt (15). Imddogrund der Diskussion steht jedoch
die, deutlich gefahrlichere, Entstehung von kangenem Gewebe, die in erster Linie
durch das Auftreten von reaktiven Sauerstoffsper@sirsacht werden kann (78, 79).
Diese kurzlebigen und zum Teil oxidierend wirkendgoffe, sind haufig radikalischer
Natur (Superoxid-Anion, Hydroxylradikal), die sclinanit anderen Verbindungen
weiterreagieren. Unter anderem sind R@&a¢tive oxygen speciebgi der Bildung von
Einzelstrangbrichen der DNA, bei der Oxidierung Nekleotidbase Guanin und bei der
Quervernetzung von DNA und Proteinen beteiligt (88)erdings wird UVA-Strahlung
von Melaninvorstufen in einer Photooxidationsreatktieilweise abgefangen, diese direkte
Pigmentierung (immediate pigment darkening) versoHet aber nach spatestens24
Stunden wieder und bildet daher keinen langanhddtenSchutz. Naheres zu anderen
Schutzmechanismen der Haut siehe Kapitel 2.2.

UVB: Die energiereichere UVB-Strahlung dringt mit ein&vellenlangenbereich
von 280 bis 320 nm nur in die Epidermis und je nBatke der Hornschicht, bis in die
oberen Schichten der Dermis ein. Da das Absorptargnum der DNA im Bereich von
245 bis 290 nm liegt, wird ein Teil der Strahlungeit von der DNA absorbiert. Bei
ausreichender Strahlungsintensitat und —dauer kanru Dimerisierung von Nukleotid-
basen (Bildung von Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere) kaen. Eine typische Reaktion auf
zu starke UVB-Strahlung ist der Sonnenbrand. Beamn&nbrand handelt es sich um eine
inflammatorische Antwort der Keratinozyten auf eingeparable Schadigung im
genetischen Material. Dabei unterliegen Keratinezytdem programmierten Zelltod
(Apoptose), um Spatfolgen wie Mutationen zu verbimd Im Gegensatz zur sofortigen
und kurzanhaltenden Pigmentierung wie bei der UWd3ung, verursacht UVB-
Strahlung eine verzbgerte aber langanhaltende FMRigeneng (persistant pigment
darkening). Melanin wird dabei von Melanozyten inorfé von Melanosomen an die
umliegenden Keratinozyten abgegeben. Melanin abmtriie Strahlung und gibt sie in
Form von harmloser Warmeenergie wieder ab).(Bei den Melanozyten kommt es
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dadurch zu einer Vermehrung und zu Aktivierung @@wyms Tyrosinase, dass die
Neubildung von Melanin induziert. Zusatzlich enkstéangerfristig eine Lichtschwiele
durch Verdickung des Stratum Corneum, die eineuBtrg der Strahlung bewirkt und

somit ein tieferes Eindringen verhindert.

UVC: UVC-Strahlung ist durch ihre kurzeren Wellenlangeaum in der Lage
Zellen der lebenden Epidermis zu erreichen, danaleezu vollstandig reflektiert, diffus
gestreut und von den Zellen des Stratum corneuoriiest wird. Allerdings kann UVC-
Strahlung durch die Bildung von hochreaktiven Mdlekezies in der Hornschicht zu
Folgereaktionen in tieferen Bereichen der Hautdal(82). So kann bei einer Wellenlange
von 180nm Wasser so stark angeregt werden, dasguedem extrem reaktiven
Hydroxylradikal (OB) dissoziiert (83).

UVC-Strahlung findet in der physikalischen Entkemgatechnik eine technologische
Anwendung. Wahrend bei 280 nm (Absorptionsmaximunelev Proteine) die

aromatischen Aminoséauren Tryptophan, Tyrosin undnilalanin absorbieren, liegt das
Absorptionsmaximum der Nukleinsauren bei ca. 249daher werden fur die Entkeimung
von z. B. Tierseren fiur die Zellkultur vorhandenerevi und Bakterien mit einer

Wellenlange von 253 nm bestrahlt und damit zerstort

Aufgrund der Situation, dass immer mehr kurzwelli§é&rahlung durch die dunner
werdende oder schon abgebaute Ozonschicht auf ieb&rflache trifft erscheint es
sinnvoll die hauteigenen antioxidativen Systemeegiléktivitdt unter dem Einfluss von
UV-Strahlen abnimmt, mit der Applikation von Radié@gern bzw. Antioxidantien zu

unterstutzen.

Solche Antioxidantien kbnnen sowohl innerlich algla aul3erlich angewendet werden,
wobei beide Applikationswege Vor-und Nachteile hab&ystemisch aufgenommene
Substanzen verteilen sich im gesamten Organismus hetasten diesen zusatzlich.
Meistens erreichen sie damit nicht die bendtigt@aémtration in den Hautschichten, um
eine Schutzwirkung zu entfalten. Eine topische Agapion von Antioxidantien hat den

Vorteil, dass diese direkt und in h6herer Konzdimnaan ihren Bestimmungsort gebracht
werden kénnen. Diese missen in der Lage sein dwit8marriere der Hornschicht zu

durchqueren und im ldealfall im Bereich der Epidisrmnd oberen Dermis verbleiben.
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Substanzen die tiefer eindringen kdnnten ansonsteden Blutkreislauf oder in das

Lymphsystem im Organismus verteilt werden.

4.1 Notwendigkeit eines neuen Verfahrens

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein einfaches Vedahentwickelt werden, dass es
ermoglicht &ul3erlich angewendete Antioxidantien exzidierter Humanhaut auf ihre
antioxidative Potenz zu testen. Dabei war es wgclitie potenziellen Antioxidantien nicht
isoliert zu betrachten, sondern nach der Applikatiés ist wenig sinnvoll Radikalfanger
einzusetzen, die ein hohes Reduktionsvermdgen halren in der Haut schnell mit den
zahlreichen antioxidativen Systemen der Haut reagieind somit ihre Fahigkeit ROS
abzufangen verlieren. Das Wissen Uuber die Stabilitér Antioxidantien nach der
Applikation ist deshalb von entscheidender Bedaytun

Zweifelslos ist es aber auch angebracht zuerst emém geeigneten Verfahren die
unbehandelte Haut zu testen, deren antioxidativeakigit zu quantifizieren und damit
einen Null-Wert zu bestimmen, um eine Erh6hung aefgoxidativen Potenzials durch
vermeintliche Protektiva zu messé&hindo et al(84) konnten zeigen, dass die Epidermis
einen deutlich hoheren Anteil an der antioxidati¥apazitat der Haut hat als die Dermis,
indem sie die wichtigsten enzymatischen und niclzymatischen Antioxidantien in
Humanhaut quantifizierten. Deshalb ist es durcteamsvoll, wenn das Verfahren auf die
oberen Hautschichten zielt. Ein solches Verfahr@nin dieser Form und mit diesen
Ansprichen noch nicht entwickelt worden, um einefassende Beurteilung eines
potenziell wirksamen Antioxidans zu ermoglichen, esnve Methode mit den genannten
Eigenschaften aber unerlasslich.

4.2 Versuchsprinzip

Das stabile freie Radikal DiphenylpicrylhydrazylRBH) ist ein gédngiges Reagenz, um die
antioxidative Potenz eines Stoffes oder Stoffgeh@szu quantifizieren. Das tiefviolett
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Abb. 4.1: (a) Vor dem dazugehorigen Spektrum ist da tief violett gefarbte
Diphenylpicrylhydrazyl dargestellt, das in Gegenwat eines Reduktionsmittels zum
gelborange gefarbten Diphenylpicrylhydrazin reagiet; eine starkere Reaktion mit
zusatzlichen Antioxidantien ist durch den dickeren Pfeil dargestellt. (b)
Absorptionsspektren einer Verdinnungsreihe von DPPH Fir die Quantifizierung wird
die Wellenlange 520 nm (schwarzer Pfeil) herangezeg, die kurz vor dem

Absorptionsmaximum liegt (gestrichelter Pfeil).
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gefarbte Radikal reagiert in Gegenwart von geegm&eduktionsmitteln zum gelborange
gefarbten Diphenylpicrylhydrazin.

Die Abnahme des Absorptionsmaximums bei 515 bis 5#6 (abhangig vom
Losungsmittel) lasst sich UV-spektroskopisch edas$s. Abbildung 4.1). Dieses von
Blois (85) 1958 eingesetzte Radikal reagiert sowohl potaren wie Ascorbinséure, als
auch unpolaren Antioxidantien wie Tocopherol unt demit ideal, um ein breites
Spektrum an antioxidativen Systemen zu quantiiier

Um die antioxidative Kapazitat von Haut zu bestimmed eine anschlielRende Bewertung
von Antioxidantien zu ermoglichen, sind allerdirggsige Modifikationen dieser Methode

notwendig.

Ein Zusammenfiigen eines antioxidativen Stoffgena@samit einer DPPH-L6sung wie in
dieser Methode beschrieben, ist mit Haut nicht mtglEs muss ein Kontakt zwischen
dem DPPH und den antioxidativen Systemen der Haw&brleistet sein. Das ware durch
eine Zerkleinerung bzw. Homogenisierung der Haugliob, allerdings werden durch
diesen Vorgang die Hautzellen zum Teil sehr stagkcbadigt bzw. zerstort, so dass
Bestandteile aus dem Zellinneren mit dem ZellaufdéneBeriihrung kommen, was zu
nicht steuerbaren Reaktionen fuhrt (siehe Kapit2). Zudem wére eine Vermessung eines
solchen Homogenats auch nicht ohne weiteres im pP&kBometer moglich. Das
Vermessen von schwach triben Losungen ist zwariprail mit einer Modifikation des
Spektrometers maoglich, bei einer Suspension, wieirdHauthomogenat ist, sté3t auch
diese Technologie an ihre Grenzen.

Aufgrund oben genannter Schwierigkeiten wurde mtidkter Haut weitergearbeitet. Eine
modifizierte Franz-Zelle (Side-Bi-Side-Zelle, s. Wlolung 4.2) erwies sich dafur als
geeignete Apparatur um einen standigen KontaktertHautoberflache und einer DPPH-

LOsung zu erzeugen.
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4.2.1 Versuchsaufbau

Durch den Einsatz einer Diffusionszelle konnteraldeBedingungen geschaffen werden,
um exzidierte Humanhaut fir genannte Untersuchumgskze zu nutzen. Die
Bezeichnungen Donor-Zelle und Akzeptor-Zelle wurdeler Einfachheit halber
Ubernommen, obwohl sie nicht zutrafen, da DPPH tnidbrch die gesamte Haut

diffundierte.

Eine Hautstanze wurde zwischen die Zellen gespatietHautoberflache in Richtung
Donor-Zelle die Hautunterseite in Richtung Akzepfetle (Abbildung 4.2). Anschlie3end
wurde die Donor-Zelle mit einer 0,1 molaren DPPHslwag und die Akzeptor-Zelle mit
Zellzuchtmedium gefillt. Die Kontaktflache von Hautd der DPPH-LOsung betrug bei
einem Durchmesser der Zellen von 0,9 mm, 0,64 bmdefinierten Zeitabstanden wurde
aus der Donor-Zelle DPPH-LOsung entnommen, photasoét vermessen und wieder in
die Zelle zurickgegeben. Damit wurde die die MeageDPPH-L6sung in der Donor-

Zelle konstant gehalten.

Thermerstal

e ‘.I'{l'iilf Jﬂ\\

Y =

Il I| Haut schraube

Wiasser
mantel || I

':_\l,_. | S—

= L_ﬁgi!ﬂ

T
Epidermis

Abbildung. 4.2: ,Side Bi Side“-Zelle, Seitenansicht(modifiziert nach PermeGear®).
Daneben eine Fotografie der tatsachlichen Versuchsardnung, Akzeptor-Zelle mit

Medium geflllt Donor-Zelle mit DPPH-L&sung
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Die Quantifizierung der DPPH-Konzentration erfolgteachtraglich anhand der
Vermessung einer entsprechenden Verdinnungsreithedeindazu gehérenden linearen
Kalibrierfunktion. Zusatzlich konnte ein Mengenaaient von DPPH errechnet werden,
das pro Quadratzentimeter Hautoberflache reduzigrnde.

4.3 Darstellung der Problematik vom Modellradikal DPPH in

diesem Verfahren

4.3.1 DPPH in wassrigen Losungen

Aufgrund der sehr schlechten Wasserloslichkeit es &®adikals Diphenylpicrylhydrazyl
wird bei Untersuchungen zu antioxidativen Eigenfielma von Stoffen oder
Stoffgemischen hauptsachlich im Nichtwassrigem lysiget. Selten wird DPPH auch in
Wasser-Alkohol-Gemischen benutzt, wobei ein Zusatz Stabilisatoren (z. B. EDTA)
notig ist um das Radikal in Losung zu halten (86)vorliegenden Untersuchungen mit
den Diffusionszellen wurde zun&chst mit einem L@sumttelgemisch aus Ethanol und
Propylenglykol in unterschiedlichen Verhaltnissereinander gearbeitet. Dies erwies sich
jedoch als ungunstig, da es zur einer Dehydratafien Hautoberflache kam und das
Stratum Corneum sich nach kurzer Zeit abloste. IBisung in der Donor-Zelle wurde
nach kurzer Zeit tribe, sodass ein Vermessen eesthaw. unmoglich war. Scheinbar

wurden aus der Haut Bestandteile durch das hygpiséite Losungsmittel gelost.

Die Zusammensetzung fur die spateren Versucheessitdt folgendermalien zusammen:
vier Teile Propylenglykol, zwei Teile Ethanol (98) %nd vier Teile demineralisiertem
Wasser. Das Wasser wurde spater durch einen Phpgffea (pH = 5,4) aus
Stabilitatsgrinden ersetzt. Die Griinde hierfir waran Ergebnisteil dieses Kapitels noch

naher erlautert.
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4.3.2 Stabilitat der verwendeten DPPH-L6sung

Uber das Verhalten von DPPH in einer wassrigen hgsst bis heute nicht viel bekannt.
Somit war es unbedingt notwendig die Stabilitat Reslikals in der verwendeten Lésung
zu klaren. Es ist bekannt, dass DPPH in protisdb@sungsmitteln zu DPPHH nach
folgender Gleichung (3) reduziert wird (87) wobeiHRIin diesem Fall das protische
Losungsmittel darstellt.

R-H + DPPHe  *—  Re + DPPH-H (Gl. 3)

Die Geschwindigkeit dieser Reaktion, die fir diep&xmente so klein wie mdglich
gehalten werden sollte, hangt sehr stark von der d&s Reduktionsmittels R-H ab.
Yordanov et al(66) haben sich mit diesem Phanomen nédher auseirgasetzt und einen
eindeutigen Zusammenhang zwischen der Reduktion RIEBH-Radikals und dem
Losungsmittel festgestellt. Dabei wurde nicht zwest Hydrophilie und Lipophilie des
Losungsmittels unterschieden, was hauptsachlich dig Loslichkeit von DPPH
entscheidend ist, sondern zwischen protischen pndtischen Losungsmitteln. Dies ist
durch die Tatsache zu erklaren, dass das DPPH-&aglik Elektronenmangelmolekil ist
und Protonen von funktionellen Gruppen wie -NFOH, -SH aufnehmen kann. Fur die
folgenden Versuche ist es also erforderlich einubngsmittel zu benutzen, das eine
ausreichende Ld&slichkeit und eine annehmbare &&ibilir das DPPH bietet. Das in
Kapitel 4.2.2 genannte Loésungsmittelgemisch edidliese Eigenschaften und wurde fir
die nachfolgenden Experimente genutzt.
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4.3.4 Nachweis der Eindringtiefe von DPPH in exzidrter

Humanhaut

Wie tief DPPH bei diesen Versuchen in die Haut engd konnte festgestellt werden,
indem die Haut nach vollendetem Experiment ausi#asions-Zellen herausgenommen
und bei -80 °C eingefroren und danach mit einenri€efikrotom horizontal in 5 pm-

Schritten abgetragen wurde. Die Schnitte wurdertdie8end mit Chloroform extrahiert
und der Auszug mittels ESI-TOF-MS (Electro Sprayisation-Time Of Flight-Mass

Spectra) untersucht (88, 89). Aufgrund der Reduktieaktion von DPPH in der Haut
wurde der Extrakt nach Diphenylpicrylhydrazin himtersucht. Der Nachweis von
Diphenylpicrylnydrazin erfolgte rein qualitativ. &8 quantitative Analyse wéare zwar
prinzipiell mit ESI-TOF-MS mdglich, der Aufwand wde den Nutzen tbersteigen.

4.4 Ergebnisse der Verfahrensentwicklung

Nachfolgend werden zum einen die Ergebnisse geati@izur Entwicklung der Methode
zur Messung des antioxidativen Potenzials von exz& Humanhaut notig waren (4.4.1-
6).und zum anderen deren Anwendung an zahlreicheutprbben (4.6). Anschlie3end
werden die Ergebnisse zu den getesteten Nitroxioehdem als Standard-Antioxidans
verwendeten Ascorbinsaurepalmitat dargestellt (4.7)

4.4.1 Stabilitdt der DPPH-Stamml6ésung

Die fur die Quantifizierung erforderlichen Verdumgsreihen wurden aus einer
konzentrierten Stammlosung hergestellt. Die Stalbiion DPPH ist wie schon in Kapitel
4.2.3 erwahnt, vom protischen Charakter der Losapigingig, da als Losungsmittel ein
Gemisch aus Propylenglykol und Ethanol gewéhlt wurdar es notwendig die Stabilitat
zu Uberwachen. Die Stabilitat der Stammldsung wiiteer einen Zeitraum von 10 Tagen
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dokumentiert. Dafir wurden mehrere Verdinnungsreitermessen. In Abbildung 4.3
sind jeweils die Absorptionswerte fur eine 0,1 mamel DPPH-LOsung, nach zwei, funf

und zehn Tagen Lagerung der Stammldsung dargestellt

Aufgrund der sehr langsamen Ldsungsgeschwindigkait DPPH in diesem Medium,
wurde erst am zweiten Tag gemessen um eine vdigi@rAuflosung zu gewébhrleisten.
Auf losungsbeschleunigende MalRnahmen, wie z. B. aEnen wurde wegen der
schlechten Stabilitat von DPPH verzichtet. EinzigMalRnahme war eine
Ultraschallbehandlung, durch die eine deutlichedBumg der Losungsgeschwindigkeit

erreicht wurde, ohne dass die Stabilitat beeintigictvurde (Daten nicht gezeigt).

Stabilitiat der DPPH-L6sung

0,80
0,70
0,60 -
0,50 -
0,40 -
0,30 -
0,20 -
0,10 -
0,00 -

HH

0,55 | < —
1 045 |}

ABS bei 520 nm

B2 Tage 05 Tage 010 Tage

Abbildung 4.3: Absorption einer DPPH-L6sung (0,1 mnolar) bei 520 nm, unter
Verwendung von unterschiedlich lang gelagerten Stamldésungen (arithmetischer

Mittelwert und Standardabweichung fir n = 30.

Die Konzentration des freien Radikals DPPH erre@ichach funf Tagen nur noch 86
Prozent der Ausgangslésung und nach zehn Tagem sagaoch 70 Prozent. Die in der
Literatur (85) beschriebenen 2 bis 4 Prozent Abraalter Aktivitdt des Radikals pro
Woche konnten damit nicht bestatigt werden. Allegdiwurde in dieser Arbeit mit einem
anderen Losungsmittel gearbeitet, was diesen Uit erklaren koénnte. Zur
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Kalibrierung wurden daher nur noch maximal drei &agte Stammldosungen genutzt.
Ursache fur diesen Konzentrationsabfall konnte Rieaktion von DPPH mit dem
protischen Ldsungsmittel nach Gleichung (3) sei).(®ie Reaktion lasst sich zwar
verlangsamen, indem man die Lagerungstemperatit,s@ver ganz verhindern lasst sie
sich nicht. Dafur wéare es notwendig DPPH in eingmotischen L&sungsmittel unter

inertem Schutzgas (z. B. Stickstoff) zu lagern (85)

Zur nachfolgenden Bestimmung der antioxidativen dgt von Humanhaut mit den
Diffusionszellen, wurde die Stammlésung bis zumfteém Tag verwendet. In dieser Zeit
wurde die Stammlésung unter Lichtausschluss un& B€i aufbewahrt.

4.4.2 Quantifizierung der DPPH-Konzentration

Fur die Quantifizierung in der UV/VIS-Spektroskopsrd im Normalfall der molare

Extinktionskoeffiziente zur Berechnung hinzugezogen (s. Gleichung 4).
Extinktion nachLambert-Beer:

E=geced (Gl. 4)

E: Extinktion bei einer definierten Wellenlange
c: Konzentration der absorbierenden Substanz imrgssnittel (Ublicherweise in mol/l)
d: Schichtdicke der durchstrahlten Flissigkeit

g molarer Extinktionskoeffizient bei der Wellengii.

Dieser muss fir jedes Losungsmittel experimenteliteelt werden. Fir das eingesetzte
Losungsmittelgemisch wurde darauf verzichtet, gestsen erfolgte die Quantifizierung der
DPPH-L6sung rein experimentell anhand einer Kadfuinktion, die mittels zahlreicher

Verdunnungsreihen erstellt wurde (s. Abbildung 4.4)

Die Verdunnungsreihen wurden nicht wie in der Medoei Blois (85) mit einem
Gemisch aus DPPH und Cystein hergestellt, sondérreimem Gemisch aufsteigender
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Konzentrationen an DPPH und gleichzeitig sinkengdenzentration an DPPH-H. Damit

wird der Einfluss des entstehenden Hydrazins asifAdsorptionsmaximum simuliert.

0,7 -
0,5 -

0,3 -

0,2 -

Abs bei 520 nm

y =5,8968x + 0,0724
R?=0,9988

0,1 -

0,0 v T v T v T v T v 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

Konzentration (mmol/I)

Abbildung 4.4: Ausgleichsgerade fir die Quantifizieung der DPPH-Konzentration aus
Mittelwert und Standardabweichung von n = 39 Einzemmessungen, sowie

Geradengleichung und Regressionskoeffizient (R2).

Damit wurden die Bedingungen, die in der Donor&ellorherrschen nachgestellt.
Prinzipiell ist die Methode nadBlois (85) genau so prazise, nur ist der zeitliche Aultva
deutlich groRer da DPPH erst mit Cystein zum DPPH&bkFeagieren muss (Gleichung 5).

2 DPPHe + 2R-SH —» 2DPPH-H + R-S-S-R  (Gl. 5)

Die Reaktionszeit mit Cystein betragt nach der Dabnethode 30 Minuten, erst danach
wird empfohlen die Losung zu vermessen. Da hier abeeinem anderen Losungsmittel
gearbeitet wurde, kdnnten andere Reaktionszeitémemalig sei (90, 91). Es sollte daher
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bei der Nutzung eines anderen Losungsmittelgenmssdie Reaktionszeit experimentell

ermittelt werden (92, 93). Bei dem verwendeten bgsmittel war die Reaktion nach 25

Minuten abgeschlossen. Beide Verfahren (nBldis und eigenes) ergaben vergleichbare
Kalibriergeraden, weswegen mit der einfacheren mtdweniger Aufwand verbundenen

Methode (Verdinnungsreihen, Gemisch aus DPPH uriRHIIR) weitergearbeitet wurde.

Gehaltsbestimmung von kristalinem DPPH: Die tatsachliche Stoffmenge an “nicht-
reduzierter® Festsubstanz von DPPH, wurde mit dem Yordanov (66) ermittelten
molaren Absorptionskoeffizienten berechnet. Danat \/m der verwendeten Rohsubstanz
86 £ 2 % reines DPPH vorhanden. Diese Angabe wineieder Einwaage, fur die

Stammlésung einbezogen.

Nachweis und BestimmungsgrenzeDie Nachweis- sowie die Bestimmungsgrenze
wurden anhand der Leerwertmethode bestimmt. Daghibis zu einer Absorption von

0,085 (entspricht 0,002 mmol/l), DPPH bei diesemfM@en noch nachweisbar und ab
einer Absorption von 0,11 (entspricht 0,006 mmokine quantitative Bestimmung

moglich.

Richtigkeit: Zur Bestimmung der Ubereinstimmung zwischen demitegiten Wert und
einem als richtig angesehenen Wert wurden an zebhged jeweils 3 DPPH
Standardlésungen (0,01875 mmol/l, 0,05 mmol/l, 028 mmol/l) wie beschrieben
quantifiziert. Alle Ergebnisse lagen unterhalb @ergegebenen Abweichung von 15 %
(>0,05 mmol/l), beziehungsweise 20 % (< 0,05 mm¢Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1: Konzentrationen der Standardlésung undderen prozentuale Abweichung von der

errechneten (Geradenfunktion) als richtig angesehenKonzentration.

Konzentration (mmol/l) Abweichung vor theoretischer Konzentratior
0,0182! 2%
0,0t 3 %
0,0812! 0,5%
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Préazision: Die Werte liegen unterhalb der vorgeschriebenen édwuing, von nicht mehr
als 15 %, im Bereich der héheren Konzentratiobeajehungsweise 20 %, im Bereich der

niedrigen Konzentrationen (s. Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2: Repréasentative Darstellung von niedrign (0,0125; 0,0187), mittleren (0,0312,; 0,05623)cu
hohen ( 0,075; 0,0937; 0,1) Konzentrationen samt ttlerer Standardabweichung, dem

Variazionskoeffizienten und dem Gesamtfehler (methdischer) nach McFarren (94) bei n = 39.

. , . Gesamtfehler,
Theoretische Mittelwert mittlere L. .
. a . Variationskoeffizient | nachMcFarren
Konzentration (n=39) Standardabweichung (94)
0,012¢ 0,012« 0,001: 0,09¢ 18 %
0,018 0,020: 0,000° 0,037 17 %
0,031: 0,034 0,001: 0,03¢ 18 %
0,056: 0,057: 0,002¢ 0,047 11 %
0,07¢ 0,74¢ 0,00¢ 0,0¢ 8%
0,093’ 0,092¢ 0,002 0,02t 4 %
0,1 0,099¢ 0,002¢ 0,02¢ 5%

4.4.3 Reaktion der DPPH-L6sung in der Diffusionszéd

Wie schon in Kapitel 4.2.2 erwdhnt, besteht die KRemslosung aus einem
Wasser/Propylenglykol/Ethanol-Gemisch. Ausschlaggdbfir diese Zusammensetzung
war die Loslichkeit und Stabilitdt von DPPH und dReaktion der Haut auf diese
Flissigkeiten. Fur die Experimente in der Diffusipelle wurde die Stammldsung
zunachst mit demineralisiertem Wasser, PropylerdiG) und Ethanol auf eine
Konzentration von 0,1 mmol/l gebracht. Die Antedler jeweiligen Komponenten fir die

verwendete Losung wurden zunachst experimentelttet

In Tabelle 4.3 sind finf Kombinationen der unteresdhchen Komponenten aufgelistet.
Kombination (I) und (Il) sind zwar durch den gemmgWasseranteil sehr gut fur die
Loslichkeit von DPPH, der hohe Anteil an Propylstgl hatte jedoch negative
Eigenschaften fur die Haut. Der hygroskopische @ktar von PG verursachte ein

Abldsen der Hornschicht, sodass sich ein Zwischanraildet. Dort sammelte sich DPPH-
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Losung (Blasenbildung) und verfalschte damit dageBnis. Eine Erhdhung der
Ethanolmenge bei gleichzeitiger Erniedrigung von R@r aufgrund der denkbaren
Denaturierung von Enzymen auch nicht méglich. Disskaurde zunachst versucht mit
einem hdoheren Wasseranteil zu arbeiten (Kombinadtiaimd V), was sich als ungtinstig
herausstellte, da im Laufe des Versuchs DPPH adusfeesomit die Absorption zu niedrig
war. Mit Mischung (V) gelang es optimale Losungseschaften und fur die Haut eine
rein organoleptisch gute Vertraglichkeit zu erreich Dies wurde bei einem
Langzeitversuch, bei dem die Haut 12 Stunden inRi#usionzelle eingespannt blieb,
Uberpruft (Daten nicht gezeigt).

Tabelle 4.3: Mischung (I) und (Il), verursachen einAblésen des Stratum Corneum nach kurzer Zeit,
Flussigkeit sammelte sich zwischen Hornschicht un&pidermis. Losung (lll) und (IV) nach kurzer
Zeit fiel DPPH aus. Kombination (V), optimale Eigemschaften in Bezug auf Léslichkeit und
Hautvertraglichkeit.

Stammlésung  Propylenglyk ol  Ethanol Wasser

) 1T 5T 4T -
1) 1T 4T 4T 1T
1) 1T 3T 1T 5T
IV) 1T 4T - 6T
V) 1T 4T 2T 4T

Im Laufe des Entwicklungsprozesses kam es zu dnedhung des pH-Wertes in der
Donor-Zelle und dadurch zu einer zunachst ungewdih Verschiebung des

Absorptionsmaximums. Beides konnte durch den Exnsiaies Phosphatpuffers (pH = 5,4)
statt demineralisiertem Wasser in der Donor-Zedenindert werden. Der Grund fur die
Alkalisierung in der Donor-Zelle konnte nicht abkeRend geklart werden. Da die
Reaktion von DPPH zu DPPH-H ein Proton (H+) berndsgGleichung 1), wird vermutet,

dass es damit zu einer Erhohung der Hydroxid-Kaomagan kam, die eine Zunahme des
pH-Wertes erklaren kdnnte.

Die DPPH-LOsung wurde daraufhin auf das Verhaltealkalischem und saurem Milieu
untersucht. Wie schon in der Originalmethode @bois (85) beschrieben, zeigte sich im
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sauren Medium keine Veranderung im Spektrum, andagegen im alkalischen. Nach
Zugabe von Natronlauge entfarbte sich die Losurdy menigen Sekunden von tief violett
nach braun-orange. Dieselbe Reaktion war auch mphdhylpicrylhydrazin mit

Natronlauge zu beobachten. Auch die Spektren dadebe Endprodukte waren
deckungsgleich (Abbildung 4.5), sodass die Vernmiturahe liegt, dass bei beiden

Reaktionen dasselbe Produkt entsteht.

Weiterfuhrende Untersuchungen Uber den genauen avexhus dieser Reaktionen
wurden jedoch nicht angestellt, stattdessen wurgld@dsung auf einen pH-Wert von 5,4
eingestellt. Dieser Wert hatte sich als geeignetstanpromiss herausgestellt, da er eine

optimale Stabilitat fur das Radikal bot und die kdoerflache nicht zu sehr reizte.

14 - ——— DPPH+H+NaOH
24 e DPPH
f"--‘~:\
L, N T DPPH+H
1 4> X
W ——— DPPH+NaOH

Absorption

300 350 400 450 500 550 600

Wellenldnge (nm)

Abbildung 4.5: Rote Linie, Spektrum nach Reaktion wn Diphenylpikrylhydrazyl mit
NaOH; schwarze Linie, Spektrum nach Reaktion von Dphenylpicrylhydrazin mit
NaOH. Zum Vergleich die Spektren von DPPH (rot gegichelt) und DPPH+H (schwarz
gestrichelt).

Aufgrund der Aciditat des Stickstoffatoms an Positieins, handelt es sich bei dem

entstehenden Produkt hdchstwahrscheinlich, um eaotbnierte Diphenylpicrylhydrazin.
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Die Reaktion zwischen dem Hydrazin und der Natnagdaist eine einfache Saure-Base-
Reaktion (Gleichung 6a). Der Reaktionsmechanisnmess Riadikals mit der Lauge zum

deprotonierten Produkt, ist allerdings noch niatitlgrt (Gleichung 6b).
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Die Instabilitat von Diphenylpicrylhydrazyl in alkschem Medium ist schon lange

bekannt (85), allerdings ist nicht dokumentiert vder genaue Mechanismus dieser
Reaktion verlauft. Eine Hydroxilierung, am Picryé®, wie manche Autoren behaupten
(137), scheidet im vorliegenden Fall aus, da die &péktren nicht Ubereinstimmen. Eine
genauere Analyse der Zwischenprodukte ware notweundi eine konkrete Aussage zu
treffen. Der Nutzen fur vorliegende Arbeit ist alzereitrangig, weshalb darauf verzichtet

wurde.
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4.4.4 Eindringtiefenbestimmung von DPPH mit ESI-TOFMS
und Dickenbestimmung

Die Bestimmung der Eindringtiefe ist insofern wightda dadurch eine Aussage getroffen
werden kann, in welcher Hautschicht die Reaktiont wem DPPH hauptsachlich

stattgefunden hat. In Kombination mit der mikroskopen Dickenbestimmung der
Hautschnitte konnte damit, auf eine direkte Loleditsn des Radikals geschlossen werden.

4.4.4.1 Mikroskopische Dickenbestimmung

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigten eimemogene Dicken-Verteilung (s.
Abbildung 4.6).
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Abbildung 4.6: Epidermisdicke von zehn Spendern, Mitelwert und
Standardabweichung bei n=9, rot Mittelwert aller zehn Spenderh&dute und
Standardabweichung, Geburtsjahr: 1967 bis 1980

58



Da alle untersuchten Hautproben aus der Bauchregyjmmmten, war dieses Ergebnis zu
erwarten, da Haut aus diesem Areal nicht stand@ganspruchung wie zum Beispiel
starker Sonnenexposition ausgesetzt ist. Das maBhtuchhaut zum idealen
Untersuchungsmaterial wenn, wie in diesem Fall, eRationsuntersuchungen
vorgenommen werden sollen. Zu beachten ist dabeidalgs das Bauchhaut haufiger

Dehnungsstreifen aufweisen als andere Hautbereiche.

Diese wurden dann, wenn vorhanden grof3ziigig ausgesmd nicht verwendet.
Dickenmessungen an solchen Stellen ergaben, dagpdaiermis dort bis zu 50 % dunner
ist (Daten nicht gezeigt), was dann zu nicht vecplearen Messergebnissen fihrt.

4.4.4.2 Bestimmung der Eindringtiefe von DPPH mit BI-TOF-
MS

Wie in Kapitel 4.2.4 schon erwéhnt, wurde zur Bastung der Eindringtiefe von DPPH,
die Haut nachtraglich mit einem Kryotom horizordéljetragen. Die Haut wurde in 5 pm-
Schritten, beginnend mit der Hautoberseite, biginme Tiefe von 100 pm geschnitten. Die
Schnitte wurden dann anschlie3end mit Chloroforrnnmeals extrahiert. Der Extrakt wurde
danach zur Trockne eingeengt und mit einer defemerMenge Chloroform wieder
aufgelodst. Zunachst wurde versucht das Diphenylhigdrazin mittels UV-VIS
Spektrometrie zu erfassen, allerdings war die Kotraéion offenbar so gering, dass weder
eine quantitative noch eine qualitative Auswertungglich war. Durch das Vorschalten
einer chromatografischen Methode, beispielsweigsereHPLC, ware eine Erh6hung der
Sensitivitat sicherlich mdglich. Jedoch wirde deffwdand eine neue Analytik fur DPPH

zu etablieren den Rahmen dieser Arbeit sprengefite saber Bestandteil weiterer

Untersuchungen sein.

Es war also eine Methode notwendig die sensitiugemar um auch geringste Mengen an

Diphenylpicrylhydrazin qualitativ zu detektieren.

Mit der Massenspektrometrie ist es moglich, auchingste Spuren einer Substanz zu
erfassen. Um DPPH-H zu detektieren, wurde mit elifel-TOF-MS Anlage gearbeitet, da
es bei der Elektrospray-lonisation im Normalfall zeiner Fragmentierung der Molekule

59



kommt. Nach Auswertung der Massenspektren ergdbesie nachweisbare Tiefe von 50
pm. Danach konnte keine eindeutige Aussage melwfegt werden. Es wurden insgesamt
drei Extrakt-Reihen, mit Haut von drei unterschigtdn Spendern hergestellt. Bei einem
Hautextrakt war der Masse-Peak von DPPH-H, noslzbieiner Schnitttiefe von 60 pm zu

finden in den anderen zwei nicht mehr.
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Abbildung 4.7: Massenspektrum eines Haut-Extrakts as 10 um Schnitttiefe. Zu sehen
ist der Peak fir das Molekilanion (m/z = 394) des aprotonierten

Diphenylpicrylhydrazin (Strukturformel im Diagramm dargestellt).

Wenn man nun diese Daten mit der mikroskopischekddibestimmung kombiniert, erhalt
man ein Verteilungsmuster von DPPH-H in der Hawdr Bro3te Anteil ist demnach in der

Epidermis zu finden und dort wiederum in der Hohslet. Diese bedingt quantitative
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Aussage stutzt sich auf den mikroskopischen Auswgen (4.3.4.1). Dabei wurde der
Masse-Peak mit zunehmender Eindringtiefe immenkleiDaraus wurde auf eine geringere
Konzentration von DPPH-H in diesen Hautschnittefolgert.

Ob DPPH auch bis zur Dermis diffundierte, konntégaund der Datenlage nicht eindeutig
geklart werden. Der anatomische Aufbau der HauKé&pitel 2), mit ihrer papillenartigen
Struktur, lasst eine genaue Lokalisation einer fuwnas nach dieser Methode nicht zu.
Epidermis-Gewebe ragt teilweise tief in die Derniigiein. Durch die horizontale
Schnittweise erfasst man damit auch Mischgewebed@Empis und Dermis). Vermutlich
wird eine geringe Menge auch in die Dermis diffemdn, allerdings durfte der
Diffusionsdruck von DPPH in Richtung Dermis durareh hohere Polaritat (b&ehr klein
sein. Hinzukommt die standige Versorgung der Demmisdem wassrigen Nahrmedium aus
der Akzeptor-Zelle, was die Diffusion von dem im $§ar unléslichem DPPH in diesen

Bereich noch zusatzlich erschwert.

4.4.5 Temperaturabhangige Reduktion von DPPH

Die Geschwindigkeit mit der die Reduktion voransai@t kann durch mehrere Faktoren
erhoht oder erniedrigt werden. Aus Voruntersuchangar bekannt, dass die Temperatur
einen erheblichen Einfluss auf die Reduktion vonPBIPhatte (Daten nicht gezeigt).
Deshalb wurde eine neue Versuchsreihe angesetztiasan Einfluss zu dokumentieren.
Dabei wurde in eine Diffusionszelle statt eine H&atze eine, gegentber dem
Losungsmittel und dem DPPH unempfindliche, Kungtistile eingespannt. Mit dieser
MalRnahme war es moglich die milieubedingte Reduoktiod damit die Abnahme der
Extinktion von DPPH von der Reaktion mit der Hautdifferenzieren. In Abbildung 4.8

ist das Ergebnis dieser Versuchsreihe dargestellt.

Es war deutlich eine grél3ere Abnahme des Absomptiertes mit erhdhter Temperatur zu
beobachten. Eine weitere Senkung der Temperatehtar&einen nennenswerten Effekt
auf die Reduktionsrate von DPPH.
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Abbildung 4.8: Temperaturabhéngige Abnahme der Absoption der DPPH-L6sung bei
520 nm in der Donor-Zelle Gber die Zeit. Bei 35 °Csinkt diese um 12 Prozent (n = 3,)
und um 29 Prozent bei 45 °C (n = 3,).

Fur die darauffolgenden Messungen wurde eine Teatyevon 35 °C gewabhlt.

4.4.6 Ermittlung der optimalen Reaktionszeit

Fur die Bestimmung der optimalen Reaktionszeit wuwtdr Ablauf mehrerer Experimente

zusammengefasst und ist exemplarisch in Abbildu@igldrgestellt.

Der Kurvenverlauf zeigte eindeutigen einen dreigdexs Vorgang. Zunachst fiel die
DPPH-Konzentration, im Gegensatz zum Kontrollwetgil ab (Phase | in Abb. 4.9).
Abhangig von der Hautprobe verlief Phase | UbeeriBeitraum von 30 bis 60 Minuten.
Danach sank die DPPH-Konzentration zwar weitenm@hm aber einen flacheren Verlauf
an (Phase Il in Abb. 4.9), der bis zu einer Versdalier von 180 Minuten anhielt. Nach
maximal 200 Minuten ging die Kurve in einen lingarderlauf Gber, die sich, von der
Steigung her, kaum noch von der der Kontrollkurméetschied (Phase 3 Abbildung 4.9).
Bei dem Grol3teil der Hautproben war die dritte Bhsshon nach drei Stunden erreicht,
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weshalb dieser Zeitpunkt fur die weiteren VersualseEndpunkt der Reaktion festgelegt
wurde.
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Abbildung 4.9: Exemplarischer Kurvenverlauf der Red&ktion in der Diffusionzelle;
Reaktion von DPPH mit einer Hautstanze (durchgezogee Linie, Haut c), Reaktion von
DPPH L6sung mit einer inerten Kunstofffolie (gestrchelte Linie, Kontrolle) 1. Phase:
starkes Absinken der DPPH-Konzentration im Vergleith zur Kontrolle Beginn der
Reaktion zwischen Haut und DPPH; 2. Phase: Reaktiorzwischen der Haut und dem
DPPH; 3. Phase: Reaktion zwischen Haut und DPPH bedet — anndhernd gleiche
Steigung zwischen Haut-und Kontrollkurve.

Da es das eigentliche Ziel dieses Verfahrens vedrabdelte Haut direkt mit unbehandelter
zu vergleichen und eine Erh6hung der antioxidatikeaepazitat der Haut zu zeigen, wurde

diese Tatsache in Kauf genommen, dass in manchelme®rder Endpunkt noch nicht
erreicht war.
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Die ermittelten Versuchsbedingungen aus vorigen Kateln wurden fur alle

nachfolgenden Experimente Gbernommen:

¢ Stammldésung maximal finf Tage verwendbar

¢ DPPH-Stammlésung: 1 mmol/l, 9 Teile PG, 1 Teil Ethaol

e Losungsmittelgemisch in der Donor-Zelle: 1 Teil Staamldsung, 4 Teile PG, 2 Teile Ethanol, 4
Teile Wasser (gepuffert: 5,4)

e Temperatur: 35 °C

e Dauer des Experiments: 180 Minuten

¢ Quantifizierung: Geradenfunktion tber Verdinnungsreihen

4.5 Beschreibung der Vorgange bei der Reaktion dddaut und

dem DPPH wéahrend eines Experiments

Bevor das entwickelte Verfahren eingesetzt werdemte, musste noch eine essentielle
methodische Frage geklart werden: der Grund flsidieende DPPH-Konzentration in der
Donor-Zelle wéhrend eins Experiments.

4.5.1 Hypothese zur sinkenden DPPH-Konzentration inder

Donor-Zelle

Die sinkende Konzentration an DPPH in der DonoteZeldhrend des Experiments, lasst

zwei Interpretationen zu:
1. Diphenylpicrylhydrazyl diffundiert aus der Dorgelle in die Haut und verbleibt dort.

2. DPPH diffundiert aus der Donor-Zelle in die Hawird reduziert und das entstehende
korrespondierende Diphenylpicrylhydrazin diffundier die Donor-Zelle.
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Beide Vorgange wirden eine sinkende DPPH-Konzeotrah der Donor-Zelle im Laufe

des Experiments erklaren. Ersteres wirde bedewtass das Absinken der DPPH-
Konzentration nicht mit der antioxidativen Kapatitier Haut gleichgestellt werden kann
Demnach wirde die Abnahme der Absorption der DPBBlihg nur durch eine Diffusion

von DPPH aus der Lésung in die Haut resultierers Yarfahren ware somit nicht geeignet
die antioxidative Kapazitdt zu bestimmen. Andersrdel es sich bei dem zweiten
hypothetischen Verlauf verhalten. Das in die Haffuddierende DPPH, wirde nachdem es

dort zu dem korrespondierenden Hydrazin reduzierde, in die Donor-Zelle diffundieren.

(a) (b)
15 15
1
c c
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(@] (@]
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Qo
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300 400 500 600 300 400 500 600
Wellenlange (nm) Wellenlange (nm)

Abbildung 4.10: Das linke Diagramm zeigt eine Verdiinungsreihe von stetig
abnehmender DPPH-Konzentration. Das rechte Diagramnzeigt eine Verdinnungsreihe
mit stetig abnehmender DPPH-Konzentration und gleibzeitig steigender DPPH-H-
Konzentration. In beide Diagramme sind jeweils zweiSpektren integriert (gestrichelt),
die wahrend eines Experiments aufgenommen wurden;iee (gestrichelt schwarz) und

sechs (gestrichelt rot) Stunden nach Beginn des Egpiments.

Um eine der Beiden Hypothesen zu bestétigen, wdiElZusammensetzung der Losung in
der Donor-Zelle untersucht. Dafir wurden Probenumterschiedlichen Zeiten aus der

Donor-Zelle entnommen und photometrisch vermessusatzlich wurden zwei
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unterschiedliche Verdinnungsreihen vermessen. Efag mit stetig steigender
Konzentration an DPPH und die andere (b) mit ein@amisch aus steigender
Konzentration an DPPH und gleichzeitig sinkendernz@mtration an DPPH-H. In
Abbildung 4.10 ist das Ergebnis dieses Experimdatgestellt. Auffallig ist beim Verlauf
der Spektren von (b), dass es zwei Schnittpunkischen den Kurven gab, die in (a) nicht

vorkamen.

Die wahrend eines Experiments aufgenommenen Speltre den Donor-Zellen wurden
nachtraglich in die Diagramme eingefigt und analys(s. Abbildung 4.10). Dieses
Experiment wurde insgesamt finfmal innerhalb voriz¥ahren wiederholt. Das Resultat
entsprach jedes Mal den in Abbildung 4.10 dargksteErgebnissen. Es war deutlich zu
erkennen, dass es sich bei dem, aus der Donor-&el®mmenen Proben um Gemische
aus DPPH und DPPH-H handelte.

Akzeptorzelle Dermis lebende Epidermis Stratum Corneum Donorzelle
/ Q ON \ Q N @ oN @ N
SHO S5 D T O
o ON oN N
N J
Néhrmedium e veo 1 o
- A N— N NG, N—NH wo €1 N—NH: NO,
N NH@’NQ B @ @ S
< f} O,N ON oN < ; o,N
K J
Reaktion Diffusion .10 3,4 ml 0,1 molare DPPH-
40 - 60um - pum Lésung

Abbildung 4.11:Angenommener Ablauf einer Reaktion $chematisch dargestellt). In
jeder Hautschicht und in der Donor-Zelle wird DPPH zu DPPH-H reduziert. Das
Ausmal der Reaktion wird durch die Starke der Reaktonspfeile wiedergegeben. In

Klammern dargestellt, die geringe Diffusion in dieDermis.
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Aufgrund dieser Ergebnisse wurde angenommen, daga Beginn eines Experiments zu
einer Diffusion von Diphenylpicrylhydrazyl in dieberen Hautschichten kommt, dort von
den antioxidativen Systemen der Haut zu Diphengyfhgdrazin reduziert wurde und in
die Donor-Zelle diffundiert. In Abbildung 4.11 ider Ablauf schematisch dargestelit.

Damit wurde gezeigt, dass das Verfahren fir die Mfimerung der antioxidativen

Kapazitat der Epidermis von exzidierter Humanhgagignet ist.

4.6 Ergebnisse zur antioxidativen Kapazitat von exdierter

Humanhaut an dem neu etablierten Verfahren

Zunachst sollte geklart werden wie grof3 die Schwagkn innerhalb einer Spenderhaut
sind bezogen auf die Reduktion von DPPH. Es sallteh untersucht werden, inwiefern
das Alter der Haut bzw. des Spenders einen Einflugsdie antioxidative Kapazitat
besitzt. Hierfir wurden zahlreiche Hautproben wstkiedlicher Spender untersucht.

4.6.1 Intraindividuelle Schwankungen einer Spenderdut

Haut ist, auch wenn sie vom gleichen Spender stamnterschiedlich beschaffen. Vor
allem die Hornhaut kann in der Dicke stark varierédus diesem Grund wurde nur
Bauchhaut verwendet. Allerdings kann es auch hidgrch unterschiedliche
Beanspruchung der Bauchpartie zu abweichenden ldkatdkommen. Grund dafir sind

Dehnungsstreifen, Narbengewebe oder frihere uhiediich starke Sonnenexposition.

Als &aulRere Barriere ist das Stratum corneum hacipish fur das Eindringen von
Fremdstoffen, in diesem Fall geléstem DPPH verarttieb. Deshalb ist es von grol3er
Bedeutung, dass diese Schicht annahernd homogemnmstgro3e Schwankungen zu
vermeiden. Fur diese Untersuchungen wurde die $pkadt an unterschiedlichen Stellen
ausgestanzt. AuRerdem wurde auf eine optisch dleitiende Hautstruktur geachtet

(Aussparung von z. B. Narbengewebe und Muttermatdy. Kontrolle wurde eine
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Kunststofffolie zwischen die Diffusionszellen gespg um die milieubedingte Reduktion
darzustellen.

Die Experimente mit unbehandelten Hautstanzen eeigtrotz Entnahme an
unterschiedlichen Stellen einen sehr ahnlichen awérl(4.12). Bei zunehmender
Lagerungsdauer zeigte sich jedoch ein immer kleimerdendes Reduktionsvermégen
gegenuber dem DPPH (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4.12: Verlauf der DPPH-Konzentration iber den Zeitraum von drei Stunden.
Kontrollkurve (Kontrolle: Reaktion des DPPH-Radikals ohne Haut) zeigt einen
annahernd linearen Abfall. Nach drei Stunden ist dé Reaktion mit der Haut
offensichtlich beendet, es ist nur noch die milieuvbdingte Reduktion von DPPH zu
beobachten. Haut (a) bis (¢) sind Hautstanzen desskben Spenders ¢, Bauch, Geb.

Jahr 1967, Hauttyp: 3). Kontrolle: n = 3, Haut (a)-(c): n =1

Es ist sehr wahrscheinlich, dass in der Haut béfind antioxidative Enzyme und

nichtenzymatische Antioxidantien mit der Zeit wesrigverden oder im Fall der Enzyme
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ihre Funktion verlierenWester et al(71) haben anhand anaerober Metabolisierung von
Glucose zu Laktose die Aktivitat der Laktatdehydnogse (LDH) und damit die Viabilitat
von exzidierter Humanhaut bestimmt. Wa&hrend derterrsl8 Stunden war die
Metabolisierungsrate am hochsten und fiel an Tag mwn das Dreifache ab. Danach blieb
die Rate aber bis zum achten Tag konstant, um Hadaastisch abzusinken. Bei
Messager et al(97) beispielsweise zeigt zuvor eingefrorene Haghndem Auftauen die
groldte Viabilitdt gemessen an der LDH-Aktivitat.ofir dieser Daten wurde in dieser
Arbeit die Haut maximal bis zum vierten Tag nachaw@rurgischen Entnahme verwendet.
Als Grund fur diese kirzere Verwendung der Hautdeutie Tatsache hinzugezogen, dass
die LDH zwar etwas uber die enzymatische Aktivdat Zelle aussagt jedoch nicht tber
deren antioxidativen Status. Aber gerade an diedgermation tber die Haut liegt das

Hauptanliegen dieses Verfahrens, weswegen eine laagerung nicht in Betracht kam.

4.6.2 Interindividuelle Schwankungen der Spenderhau

Nachdem gezeigt wurde, dass Proben vom gleichenndgpe keinen gro3eren
Schwankungen unterliegen, wurden nun Hautproben wenschieden Spendern
miteinander verglichen. Dabei zeigten sich erhéblicUnterschiede zwischen den
verschiedenen Hautproben in Bezug auf ihre FahigdePH zu reduzieren. Das Alter der
Spender hatte offensichtlich keinen erkennbaren fllss, allerdings war der
Probenumfang nicht grol3 genug, um eine endgultigesage zu treffen (Abbildung 4.13).

Fur diese Abweichungen kann es verschiedene Grielen. Die Reaktion zwischen den
antioxidativen Systemen der Haut und dem DPPH kamnschon erwdhnt nur stattfinden,
wenn ein direkter Kontakt besteht. Es konnte sopereigt werden, dass DPPH in die
oberen Hautschichten eindringt und damit in Beriigrmit diesen Systemen kommt. Die
Zeit, die dieser Vorgang benétigt wurde jedoch noaotht naher berlcksichtigt. Die

Versuche wurden nach drei Stunden beendet, dauwmafgdes Kurvenverlaufs davon
ausgegangen wurde, dass die sinkende DPPH-Kondentraur noch aus der

milieubedingte Reduktion resultierte (siehe dazwbiklung 4.12). Wie schon angefuhrt
wies, bei einigen der verwendeten Hautproben delaveder Kurve jedoch auf eine noch

nicht beendete Reaktion hin. Die Diffusionsgescloigkeit von geldstem DPPH in die
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Haut hangt maf3geblich von der Dicke des Stratunmé€lon ab und diese variiert natirlich
von Mensch zu Mensch. Die Dicke der Hornschichtdeurwar von mehreren Hautproben
mikroskopisch bestimmt, allerdings nicht von allbrer dargesteliten Spendern. Die
Hornschicht der untersuchten Proben hatte einerfgpaon sechs bis zehn Mikrometern,
was im Extremfall zu unterschiedlichen Penetragesshwindigkeiten fuhren kann und

damit zu einer Verschiebung des Reaktionsverlaufs.
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Abbildung 4.13: Das Diagramm zeigt jeweils den progntualen Anteil an
nichtreduziertem DPPH, nachdem die Hautstanzen dreiStunden in der Diffusionszelle
eingespannt waren. Unter der Abszisse das jeweilig@eburtsjahr des Spenders; Median
von n = 3-4 Einzelwerten

Es wurde eine Versuchsdauer von drei Stunden fegtgala es fir die meisten Proben
zutraf, dass die Reduktion von DPPH durch die aidaiiven Systeme der Haut beendet
war. Aul3erdem brachte eine Verlangerung des Vesskeimen Vorteil fur das eigentliche
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Ziel des Verfahrens, der Untersuchung von Antioxign auf die antioxidative Kapazitat

von Haut.

Ein weiterer Grund fur die interindividuellen Schvkaingen war, das unterschiedliche
Alter der Hautproben. In Voruntersuchungen wurdgdestellt (Daten nicht gezeigt), dass
die Haut nach zunehmender Lagerungsdauer die Fgihigikbulte DPPH zu reduzieren.
Deshalb wurde die Haut nur am zweiten, dritten uetiten Tag nach der Entnahme fur
die Experimente verwendet. Aber auch in dieser durZeitspanne war ein sinkendes
Reduktionsvermogen zu verzeichnen. Schliel3licimasiirlich die individuelle Variabilitat
der Spender zu nennen, von denen nur Geschledet, id der Hauttyp bekannt war,
Krankheiten, Erndhrung und sonstige Informationén Zigaretten- oder Alkoholkonsum,
die den antioxidativen Status eines Organismusnbassen kdnnen (98), waren dagegen
unbekannt und sind sicherlich auch an den untexgdibinen Verlaufen beteiligt.

4.6.3 Hemmung reduzierender Enzyme durch SH-Reageien

Die Haut verflgt, wie schon in anderen Kapitelncbeben, Gber ein ganzes Arsenal an
reduzierenden Systemen mit unterschiedlichen Mastream. Einen grof3en Anteil an der
Reduktion von ROS (99) haben thiolgruppenhaltigeyiare, die sich mit SH-Reagenzien
blockieren lassen. Dabei gehen die Thiolgruppesedi&nzyme eine kovalente Bindung
mit diesen Reagenzien ein. Da die SchwefelwasseGtappe sehr stark an
Redoxreaktionen beteiligt ist, ist es sinnvoll éieau blockieren, um ihrerseits eine
Beteiligung dieser Mechanismen bei diesem Verfalmerzeigen. Dieselben Reagenzien
wurden auch erfolgreich bei den ESR-Untersuchungerwendet, um eine hdhere
Lebensdauer der Spinsonden in der Haut zu erzi2@)).

Als ein sehr haufig verwendetes und effektives Stdenz wird N-Ethylmaleinimid
(NEM) beschrieben (101). Aufgrund der guten Wasséidhkeit, kann NEM bei der
Inkubation der exzidierten Haut ins Nahrmedium dgpegewerden und gewahrleistet damit
eine optimale Verteilung tber die ganze Haut, otee Hautoberflache in irgendeiner
Weise zu beeintrachtigen. Die Penetrationseigefftschder Mikroemulsion wurden nicht
beeinflusst, was noch gezeigt werden konnte. Didsestand ist zwar bei diesem
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Verfahren und bei diesem Experiment nicht von grdRalevanz, war aber insbesondere

fur die spateren ESR-Untersuchungen von einigeeiethg.

Allerdings zeigte sich im Laufe der ESR-Experimerdass die mit NEM-behandelten

Hautproben, aus noch nicht geklarten Ursachen, egegbfSchwankungen zeigten. Die

festgestellten Schwankungen kénnten damit in Zusamhang gebracht werden, dass sich
bei NEM-behandelten Proben das Stratum corneumdeorEpidermis loste. Aus diesem

Grund wurde fur diese Untersuchungen ein andereR&igjenz eingesetzt

Ein weiterer eingesetzter Thiolgruppen-Hemmstdffiaslacetamid, der genau wie NEM,
mit Schwefelwasserstoff-Gruppen eine kovalente Bmgdeingeht (Gleichung 7 und 8)

und auch wie NEM wasserloslich ist.

| N, (GL.7)

5 (G.8)

Beide Reagenzien sind keine spezifischen Enzymhemsme blockieren lediglich die
Thiolgruppen in Aminosauren und Peptiden. Zum eimaérd durch die Blockade des
Schwefels die reduzierende Gruppe inaktiviert, ag@m Glutathion, und zum anderen
kann es durch die Verbindung mit den SH-ReagenZien Proteinen zu einer

Konformationsanderung und damit zum Funktionsvékosnmen.

Eine vollstandige Hemmung der Reduktion von DPPH wé# diesen SH-Reagenzien
nicht mdglich, wie man in Abbildung 4.14 und 4.1&hen kann. Das liegt zum einen
daran, dass natirlich auch andere Substanzen dredieiktion von DPPH beteiligt sind,

die keine Thiolgruppe besitzen wie Ascorbinsaurerdditamin E Zum anderen an der
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Tertiar-und Quartarstruktur der Proteine bei dedienThiolgruppe nur schwer zugénglich

ist und/oder sterisch abgeschirmt vorliegt (102).
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Abbildung 4.14: Verlauf der Reduktion von DPPH Uberden Zeitraum von drei Stunden
bei mit NEM-behandelter Haut (durgezogene Linie) udd unbehandelter Haut. Als
Kontrolle wurde eine inerte Kunstofffolie zwischendie Zellen gespannt (Strich-Punkt-
Linie). Die Experimente wurden an Bauchhaut @, (a) 38 Jahre, (b) 41 Jahre) am ersten
Tag nach Entnahme durchgefuhrt (Median, n = 4). Inlubation mit N-Ethylmaleinimid
(NEM), (0,1 mol/l, 12 h)
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Abbildung 4.15: Verlauf der Reduktion von DPPH Uberden Zeitraum von drei Stunden
bei behandelter Haut (durchgezogene Linie) und unbeandelter Haut. Als Kontrolle
wurde eine inerte Kunstofffolie zwischen die Zellengespannt (Strich-Punkt-Linie). Die
Experimente wurden an Bauchhaut @, (a) 40 Jahre, (b) 63 Jahre) am ersten Tag nach
Entnahme durchgefiihrt (Median, n = 4). Inkubation mit lodacetamid (0,1 Mol/l, 12 h)

Allerdings ist der hemmende Effekt nicht ausschiliéldas Ergebnis der Inaktivierung der
SH-Gruppen. Aufgrund des komplexen Zusammensperladtioxidativen Systeme in der

Haut, reicht es, einige Bestandteile zu hemmengd@mAblauf zu stéren (30).
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4.6.4 Einfluss der Mikroemulsion auf das Verfahren

Bevor die exzidierte Haut mit wirkstoffhaltiger Mieemulsion behandelt wurde, sollte der
Einfluss der Formulierung selbst auf den antioxigat Status der Haut und auf den
Ablauf der Reaktion untersucht werden. Mikroemuisio haben in der Regel einen sehr
hohen Anteil an Tensiden und Co-Tensiden, damitmé&glich ist, ein sehr grol3es
Spektrum an unterschiedlich schwerldslichen Substangleichzeitig in Lésung zu
bekommen (103). Die thermodynamische Stabilitat drel simple Herstellung dieser
Formulierung machen diese zum idealen Wirkstoftrdgn dieser Arbeit. Nach dem
Auftragen auf die Haut interagieren Bestandteiler ddikroemulsion mit den
interzellularen Lipiden der Epidermis und bewirketadurch einen erleichterten
Stofftransport in die Haut (95, 96, 104).

Fir diese Arbeit wurde eine Mikroemulsion vaurkovii et al. verwendet, die nur leicht
modifiziert wurde. Grinde, die fur diese Formulmgusprach, wurden in Kapitel 3 und 6
ausfuhrlich erlautert.

Die Bestandteile sind Miglyol 82 Labrasd?, Plurol oleiqu€ und destilliertes Wasser.
Auf die viskositatserhdhenden Stoffe Aerosil 200nd Xanthan Gummii wurde
verzichtet. Um zu verhindern, dass die Formulieriibgr den Rand der Hautstanze fliel3t
und damit eventuell durch die Schnittflache einglinvurde die Haut auf einen Ring
positioniert (s. Kapitel 3.2.5.1, Abbildung 3.6)adh drei Stunden wurde die Formulierung
rickstandsfrei entfernt und die Hautstanze in di@uBionszelle eingespannt. Der Verlauf
eines Experiments ist hier reprasentativ fir viegrséichsreihen in Abbildung 4.16
dargestellt.
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Abbildung 4.16: Reprasentativer Kurvenverlauf einer Mikroemulsion-behandelten @A)
und unbehandelten @) Haut. Als Kontrolle wurde eine inerte Kunstofffolie zwischen

die Zellen gespannt (Strich-Punkt-Linie). (Median,n = 3)

Offensichtlich hatte die verwendete Mikroemulsiaginen signifikanten Einfluss, weder
auf den Verlauf der Reaktion noch auf den Endpurddh drei Stunden. Die zunachst

vermutete verstarkte Diffusion von DPPH bei debedrandelten Haut trat nicht ein.

Im weiteren Verlauf wurde in den folgenden VersucHe wirkstofffreie Mikroemulsion-
behandelte-Haut trotzdem immer mit der Formulierung behandelt, um eventuelle

Abweichungen auszuschlie3en.

4.6.5 Quantifizierung des Reduktionsvermdgens

Die Fahigkeit das stabile Radikal Diphenylpicrylngelyl zu reduzieren wird in der
Literatur haufig als antioxidative Aktivitat (AA %)ezeichnet, die dann als prozentualer
Anteil angegeben wird (105). Dies ist prinzipielich bei diesem neu entwickelten

Verfahren moglich.
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Die prozentuale antioxidative Aktivitat wird naabigender Formel berechnet:

AA % =100 - { [( AbSpmbe - Abs_eer) d 10q / AbSKontroIIe }

Danach ist die antioxidative Aktivitat umso gréf§ernédher sie der Zahl 100 kommt. Diese
dimensionslose Darstellung des Reduktionsvermogsnsicherlich etwas abstrakt und
wurde auch eingangs zur Orientierung verwendetspéteren Verlauf wurde schliel3lich
eine ergdnzende Art der Quantifizierung gewahlt.

Aufgrund der konstant bleibenden Flache in der Datelle, die von der DPPH-L6sung
umspilt wurde, war eine Angabe in MassenverbraucibBPH pro Flacheneinheit zu
bevorzugen. In Tabelle 4.4 sind beispielhaft beAiggaben fur einige Hautproben
dargestellt. Auch hier wird deutlich, dass es keingessbaren Zusammenhang zwischen
Alter des Spenders und der antioxidativen Aktivab.

Tabelle 4.4: Dargestellt ist die antioxidative Aktvitat (AA %) und die reduzierte Menge an DPPH pro

Quadratzentimeter Haut nach drei Stunden in der Difusionszelle.

Geb. Jahr des 1972 1971 1970 1968 1968 1966 1963 1959 1945
Hautspenders

Hg/cm 2 24 36 56 28 41 26 54 62 44

AA % 25 30 44 27 33 25 42 60 37

Sehr aufschlussreich waren noch Untersuchungenerudd auf den Hauttyp gewesen.
Dieser war leider in dieser Versuchsreihe nichtalpeik. Mit einem bekannten Hauttyp
konnte eine Aussage getroffen werden, ob die de&yeeiEinordnung der Typen
hauptséchlich auf die Art und Menge des Melaninsiakeufiihren ist oder ob die
antioxidativen Systeme der Haut dazu beitragen.
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4.7 Bewertung von Spinsonden als Radikalfanger

Das neu entwickelte Verfahren konnte nun fir dgemliche Ziel, der Bewertung von

aulRerlich applizierten Antioxidantien eingesetztdes.

4.7.1 Der Standard Ascorbinsaurepalmitat

Zunachst einmal sollite das Verfahren an dem Stdndacorbinsaurepalmitat (Asc.P.)
getestet werden.

Die Entscheidung statt der hydrophilen Ascorbinedas lipophile Ascorbinsaurepalmitat
zu verwenden, wurde aus mehreren Grunden getrafferm einen war die Stabilitat in
Bezug auf oxidative Prozesse in Mikroemulsionenenédls bei der Ascorbinséure (106)
und zum anderen drang das lipophile Palmitat leicit Haut ein (107)Pokorski et al

konnten zeigen, dass Asc.P. im Gegensatz zur Assdilre die Blut-Hirn-Schranke

Uberwinden kann und sich in Biomembranen sammeg)(1

Es wurde dieselbe Applikationsdauer verwendet,zdieor fur die Spinsonden bei den
ESR-Vorversuchen als optimal angesehen wurde, alssi Stunden. Um eine

Vergleichbarkeit zwischen dem Standard und den sSBpilen zu erzielen, war es
unbedingt erforderlich, die Stéchiometrie der Reakizwischen DPPH, Asc.P. und den
Spinsonden zu kennen. Dabei féallt auf, dass eineMdlAscorbinsdure zwei Molekile
DPPH reduziert. Bei den Spinsonden ist es jewailsMolekil. Deshalb wurde fur die

folgenden Versuche die Konzentration von Asc.Pdeém Formulierung gegenltber den
Spinsonden auf 50 mmol/l halbiert.
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Abbildung 4.17: Erhdhte Reduktion von DPPH bei Ascobinsaurepalmitat behandelter
gegeniber unbehandelter Haut (Kontrolle). (a) GebJahr 1967 (n = 4), (b) Geb. Jahr
1972 (n = 3), (c) Geb. Jahr 1978 (n = 4)

Wie zu erwarten war, zeigte sich bei den mit Astwdurepalmitat behandeltem
Hautproben eine gesteigerte Reduktionsrate gegenébeavirkstofffreien Mikroemulsion-
behandelten Hautprobe (Abbildung 4.17 a-c). Feamsprach die Masse an DPPH, die
behandelte Haut zusatzlich zur unbehandelten Haluzierte einem &hnlichen Betrag und
lAsst damit vermuten, dass die Stoffmenge an einggdnem ASC.P. bei den
untersuchten Proben einem gleichwertigen Niveaspeath (Tabelle 4.5).
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Tabelle 4.5: Absolute Stoffmengen, die jeweils voder wirkstofffreien Mikroemulsion-behandelten
Haut und der mit ASC.P.-haltigen Mikroemulsion behandelten Haut nach drei Stunden reduziert

worden sind. Die Mehrleistung ist durch die Differanz der beiden Werte dargestellt.

Ohne Wirkstoff, _ A
Geburtsjahr reduzierte ASStcC):ﬁI:ﬁé;ecéuizr:ene -
Stoffmenge in pg ge In Hg H9
1967 2947 505 21
1972 15+3 3245 17
1978 2345 39+4 16
Die mit Ascorbinsaurepalmitat behandelte Haut hattén deutlich erhéhtes

Reduktionvermodgen im Vergleich zur unbehandelteutH&leichzeitig konnte damit
gezeigt werden, dass Ascorbinsdurepalmitat nacApiglikation, nicht ganzlich durch die
antioxidativen Systeme der Haut oxidiert wurde,assdes in ausreichender Menge in den
oberen Hautschichten fir die Reaktion mit DPPH Xarfugung stand. Mit dem
erfolgreichen Einsatz des Standards ASC.P. konmseV@rfahren nun fiir die Bewertung

von neuartigen Radikalfangern eingesetzt werden.

4.7.2 Uberprufung der Spinsonden TEMPOL, DHME, DPQund
CAT-1 auf ihr reduktives Potential nach Applikation auf

exzidierter Humanhaut

Anders als bei dem Standard gab es bei den eizgesebpinsonden keine Erfahrungen
mit der verwendeten Mikroemulsion. Es war nicht &kt ob die Nitroxide mit dieser
Formulierung in die Haut transportiert wurden ungiw, in welchem Ausmalf3. Durch die
parallel verlaufenden ESR-Untersuchungen konnteigewerden, dass zumindest DHME
und TEMPOL in ausreichender Menge und Uber dierges&laut verteilt waren. Bei den
Spinsonden DPS und CAT-1 war die Datenlage niamtiezitig. Es konnte nicht geklart
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werden, ob gentigend Sonde in die Haut eingedrumggn(ndheres siehe Kapitel 6).
Dessen ungeachtet wurden DPS und CAT-1 als Testsues eingesetzt.

TEMPOL: Alle mit TEMPOL vorbehandelten Hautproben zeigtemee erhdhte
antioxidative Aktivitat im Vergleich zur unbehantssl Haut.
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Abbildung 4.18: Erhdhte Reduktion von DPPH bei TEMPROL-behandelter gegeniber
ASC.P.-behandelter und mit wirkstofffreier Mikroemulsion-behandelter Haut; (a)
Bauchhaut, Geb. Jahr 1967, Median und Spanne von = 4 Einzelmessungen; (b)
Bauchhaut, Geb. Jahr 1972, Median und Spanne von = 3 Einzelmessungen; (c)

Bauchhaut, Geb. Jahr 1978, Median und Spanne von n 3 Einzelmessungen
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Zusatzlich konnte eine gleichwertige und in einig@fien h6here Reduktionsrate als beim
Standard Ascorbinsédurepalmitat festgestellt werdzer. steil abfallende Kurvenverlauf

von TEMPOL-behandelter Haut nach drei Stunden deuwtadem auf eine noch nicht

beendete Reaktion hin (s. Abbildung 4.18).

DHME: Die neue Spinsonde Doxylhexansauremethylester (BHkhatte den groldten
Effekt auf die Reduktion von DPPH. Daruber hinaes tler Kurvenverlauf vermuten, dass

die Reaktion noch nicht beendet war (Abbildung %.19
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Abbildung 4.19: Erhdhte (a) bis stark erhdhte (b) Rduktion von DPPH bei DHME-
behandelter gegeniiber ASC.P.-behandelter und mit wkstofffreier Mikroemulsion-
behandelter Haut; (a) Bauchhaut, Geb. Jahr 1968, M@ian und Spanne von n
Einzelmessungen; (b) Bauchhaut, Geb. Jahr 1972, Meéah und Spanne von n

Einzelmessungen

Bemerkenswert war die Tatsache, dass bei einigeBPHME behandelten Hautproben die
Reduktion von DPPH innerhalb der Versuchsdauemabfsdie Bestimmungsgrenze ging
(Abbildung 4.19 b). Eine hohere Konzentration an NIlH in der Haut kdnnte ein

moglicher Grund fir diese verstarkte Reduktion .s@ins den ESR-Untersuchungen ist

82



bekannt (Kapitel 6), dass DHME sehr gut und in groBlenge in die Haut transportiert

wird.

Dies kann allerdings nicht der alleinige Grund seda auch TEMPOL in hoher
Konzentration in der Haut vorhanden (Kapitel 6) ward es aber mit TEMPOL-
behandelter Haut noch nicht zu einem so drastiséigfall der DPPH-Konzentration

gekommen war.

Doxylpalmitinsaure: Auch mit der sehr lipophilen Spinsonde DPS kam esemner
Reduktion von DPPH. Allerdings war der Effekt nislatausgepragt wie bei TEMPOL und
DHME. Die Reduktionrate schwankte, bei allen verseasProben um den Wert des
Standards (Abbildung 4.20).
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Abbildung 4.20: Gleichwertige Reduktion von DPPH bé DPS-behandelter und ASC.P.-
behandelter Haut. Und erhthte Reduktion gegentber wkstofffreier Mikroemulsion-
behandelter Haut; (a) Bauchhaut, Geb. Jahr 1968, M@ian und Spanne von n = 3
Einzelmessungen; (b) Bauchhaut, Geb. Jahr 1967, Méah und Spanne von n = 3

Einzelmessungen
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Offenbar ist der sehr ahnliche n-Oktanol-Wassentaileingskoeffizient von DPS und dem

Standard Ascorbinsédurepalmitat verantwortlich, fine entsprechende Aufenthalts-
wahrscheinlichkeit in der Haut und die dadurch &hnstarke Reaktion mit DPPH. Durch

den Palmitinsaure-Rest, den beide Strukturen agémeiwerden beide sich hauptséchlich
in sehr lipophilen Bereichen, wie den Lipidmembrader Haut, bewegen.

Die geringere Aktivitdt gegentber dem DPPH im Vexdi zu TEMPOL oder DHME
kénnte an einer kleineren Konzentration der Sondder Haut liegen. Dies wurde anhand
von ESR-Untersuchungen festgestellt. Die geringfenezentration kann zum einen durch
eine starkere Reaktion mit den antioxidativen Syste der Haut erklart werden und zum
anderen an einer schlechteren Diffusion in die Hdatmutlich sind beide Prozesse daran
beteiligt.

CAT-1: Entgegen der Erwartung zeigte CAT-1 (Abbildungl4.2inen &hnlich hohen

Effekt auf die Reduktionsrate wie Tempol (Abbildudgl7). Zunachst war vermutet
worden, dass die hydrophile Sonde schlecht in dietHiffundieren wirde und damit zu
einer quantitativ geringeren Reaktion mit DPPH &ihmwirde. Im Normalfall ist das

Stratum Corneum fir solch polare Substanzen wie-CAJehr schwer zu Gberwinden. Die
Quellfahigkeit der Hornschicht mit Wasser konnteneeimdgliche Ursache dieser
Diskrepanz sein. Durch das dreistiindige Einwirkenwlasserhaltigen Mikroemulsion auf
die Haut, konnte das Stratum Corneum gentigend piideoBereiche aufweisen um CAT-

1 aufzunehmen.

Aufgrund der schlechten Detektion von CAT-1 in plata stattfindenden ESR-
Untersuchungen, konnte diese Hypothese jedoch mocht bestéatigt werden. Von
Hochkirch (57) ist bekannt, dass CAT-1 sich vorwiegend in gefaren Regionen der
Haut verteilt und in geringerem Mal3e auch in depolaren Bereichen, wie dem Stratum
corneum. Allerdings wurde dort die gesamte Haurstan eine CAT-1-haltige Losung
getaucht, was nattrlich zu einem ganz anderen Mergsverhalten der Spinsonde fuhrt.

Somit lassen sich diese Erkenntnisse nur bedingenu
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Abbildung 4.21: Erhéhte Reduktion von DPPH bei CATd-behandelter gegenuber
ASC.P.-behandelter und mit wirkstofffreier Mikroemulsion-behandelter Haut; (a)
Bauchhaut, Geb. Jahr 1967, Median und Spanne von = 3 Einzelmessungen; (b)

Bauchhaut, Geb. Jahr 1972, Median und Spanne von a 3 Einzelmessungen

Abschlieend kann man feststellen, dass alle ggégsSubstanzen die Fahigkeit besitzen
das synthetische Radikal Diphenylpicrylhydrazylristd zu reduzieren als Haut alleine.
Obgleich die Datenlage nicht ausreicht, um einegéhide Aussage zu treffen, zeichnet
sich ein Trend bei den Nitroxiden TEMPOL und besyacei DHME ab (s. Abbildung
4.22). Bei dem Nitroxyl-Radikalen CAT-1 und DPS kt® man mindestens eine

Gleichwertigkeit zu dem Standard Ascorbinsaurepalnfieststellen.
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B prozentualer Anteil an DPPH ® reduziertes DPPH in ug
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Abbildung 4.22: Auf der linken Ordinate ist der prozentuale Anteil an DPPH nach drei
Stunden (bezogen auf den Anfangswert, 100 Ydargestellt; die rechte Ordinate zeigt

die absolute Masse, die in einer Diffusionszelle daiziert wurde

4.8 Zusammenfassung und Diskussion

Mit dem in dieser Arbeit neu etabliertem Verfahkear es zum ersten Mal gelungen die
antioxidative Kapazitat der Epidermis von exzidgerHumanhaut zu bestimmen und als
Aquivalent des stabilen Radikals Diphenylpicrylhgzlyl darzustellen. Dabei wurden
ausgestanzte Hautproben zwischen zwei Diffusiofeszglespannt. Die Oberseite der Haut
wurde dabei mit dem Modell-Radikal DPPH umspult, eim Eindringen von reaktiven
Sauerstoffspezies zu simulieren. Die ReduktionMedell-Radikals wurde photometrisch
verfolgt. Der genaue Ablauf und der MechanismusRiesktion von DPPH mit der Haut
konnte zum Teil aufgeklart werden. Dabei dran DRPEr die Dauer des Experimentes in
die Haut ein, wurde reduziert und diffundiert wiederaus. Zusatzlich konnte mit der
Bestimmung der Eindringtiefe, der WirkungsbereiclonvDPPH (gestitzt durch
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histologische Untersuchungen) auf die Epidermigesmgt werden. Es konnte Uberdies
gezeigt werde, dass mit dieser Methode kein Zusarharg zwischen Alter des Spenders
und deren antioxidativer Status festgestellt werdennte. Um aber eine endgultige
Aussage zu treffen, ist eine grofl3ere Probenanzdaivemdig.

AuBerdem konnte durch die Blockierung von Thiolgrem, eine direkte oder indirekte
Beteiligung von SH-Gruppen-abhédngigen Redoxmechsms bei der Umsetzung von
DPPH zu DPPH-H gezeigt werden.

Ferner konnte mit dieser Methode die antioxidativVekung von Ascorbinsaurepalmitat
bestatigt werden und gleichzeitig damit auch gdéze®yden, dass der Standard nach der
Applikation nicht ganzlich von den antioxidativegsgmen der Haut oxidiert wurde und
damit eine Reaktion mit DPPH eingehen konnte.

Die als Antioxidantien eingesetzten Spinsonden kemalle eine Erh6hung des reduktiven
Potenzials der Haut bewirken. Mit TEMPOL und DHMEhandelte Haut konnte sogar
einen starkeren Effekt auf DPPH austben als die daein Standard behandelten
Hautproben. Um die teilweise sehr hohe Aktivitdinwder neuen Substanz DHME zu
ergrinden, sind weitere Untersuchungen notwenditergeits ware es sehr wissenswert,
warum TEMPOL nicht die gleiche Aktivitat gegenulidPPH besitzt wie DHME, obwohl
die Substanzmenge in der Haut vergleichbar watgpitel 6.5).In diesem Zusammenhang
ware weiterhin zu klaren wo sich die beiden Sulztarauf zellularer Ebene aufhalten.

Leider ist die hier verwendete ESR-Anlage nicht Haadlosend genug um zellulare

Dimensionen aufzuzeigen.

Bei CAT-1 und DPS ist die Datenlage nicht eindeut@owohl durch die parallel

verlaufenden ESR-Untersuchungen bekannt war, dasKahzentration dieser Radikale
nicht annahern die Hohe der anderen beiden eregi€binte eine Reduktion von DPPH
verzeichnet werden. Allerdings ist bei der Detaktimn Spinsonden in Humanhaut mit
der ESR-Technologie mit Einschrankungen zu rechsedass die genaue Konzentration

schwer zu bestimmen war.

Durch die Reduktion des Radikals DPPH nach Appbkavon TEMPOL und DHME auf
Haut, die Uber einen Zeitraum von drei Stunden,givgd damit schlie3lich auch die hohe
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biochemische Stabilitat dieser SubstanzgrupperabgistZum einen sind die Radikale so
stabil, dass sie nicht gleich mit den Molekllen das Haut reagieren und zum anderen
aber so reaktiv, dass sie das Modellradikal DPRidzieren. Dies lasst vermuten, dass die
deutlich reaktiveren ROS durch diese Substanzeweisosie sich in der gleichen

Umgebung aufhalten, zu unschéadlichen Spezies reagie
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Kapitel 5

5. Weitere Verfahren zur Erfassung von UV-
induzierten Schaden in exzidierter Humanhaut und

deren Vermeidung durch Protektiva

Die vielfaltige Wirkung von ultravioletter Strahlgrauf Humanhaut wurde schon in den
vorigen Kapiteln naher erlautert. Aufgrund der Euln Mechanismen, die durch
Strahlung in Gang gesetzt werden, ergeben sichabsr Moglichkeiten, diese einzeln

zu untersuchen und damit auch Auswirkungen von gattichen Protektiva zu prifen.

5.1 Sonnenbrandzellen-Methode

Sonnenbrandzellen sind charakteristisch fur died&pnis bei allen Saugern (109), die
hohen Dosen an UVB/C oder UVA-Strahlung, in Gegetwan phototoxischen

Substanzen, wie Psoralenen (110, 111), ausgesetdiem Es handelt sich hierbei um
Keratinozyten die aufgrund eines irreparablen Sehaadder einer gefahrlichen Mutation
in der Zelle den programmierten Zelltod (Apoptos#)rchlaufen. Dieser Schutz-

mechanismus verhindert, dass potenziell karzinogdutationen im Erbgut fortbestehen
(112). Im Gegensatz zur Nekrose stirbt bei der Apsgnur die betroffen Zelle, und das
umliegende Gewebe wird nicht beeinflusst. Histadobizu erkennen sind apoptotische

Keratinozyten unter anderem durch einen pyknotisckern und ein eosinophiles
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Zytoplasma, das durch eine Hamatoxylin/Eosin-Fagbguat sichtbar gemacht werden
kann. In Abbildung 5.1, ist der Unterschied zwisthebenden Keratinozyten und
apoptotischen Zellen gut zu erkennen. Prinzipiatl spoptotische Zellen auch durch die
TUNEL-Methode (erminal-desoxynucleotidyl-transferase-mediatedTBtbiotin nck
end labeling) zu detektieren, allerdings ergab sich tdwin Vorteil gegenliber der
verwendeten Farbung, weder apparativ noch methadisc

Die Pathogenese der Entstehung von Sonnenbranuzisiienoch nicht vollstandig
geklart. Brenner et al.(113) konnten schon 1979 eine verminderte Reparabm
Thymidin-Dimeren nach UV-Bestrahlung von Epiderraiten feststellen.

=1MED

Abbildung 5.1: (a) Humanhaut vor Sonnenexposition/W-Strahlung; (b) Haut 30
Stunden nach der Sonnenexposition/UV-Strahlung mitmindestens einer minimalen
Erythem Dosis (MED), pyknotischer Kern in (b) (Aus<hnitt). VergréRerung 200fach,
Ausschnitt 400fach; Hautschnitte (5 um dick) nach KE-Farbung und Fixierung

Da die Bildung von Sonnenbrandzellen nicht aussBlith die Folge von reaktiven

Sauerstoffspezies ist, wurde von den eingesetzemtik&fangern nur eine begrenzte
protektive Wirkung erwartet.
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5.1.1 Untersuchungen von Sonnenbrandzellen an exmder

Humanhaut

In Kapitel 4 wurden die Spinsonden Tempol, CAT-ES) DHME und das Standard-
Antioxidans Ascorbinsaurepalmitat auf die Fahigkeitersucht, das synthetische Radikal
DPPH zu reduzieren. Alle Substanzen konnten ihrderzeell antioxidativen
Eigenschaften bestéatigen, indem sie DPPH effiziedtizierten. Mit den nachfolgenden
Versuchen sollte untersucht werden ob Spinsonde@eiiage sind die Entstehung von
Sonnenbrandzellen zu vermindern. Der vermindertiekEfvon Vitamin C auf die
Entstehung von Sonnenbrandzellen (SBZ) konnte s@m&chweine- und Mausehaut
gezeigt werden (114, 115). Dabei konnte eine Redluktm bis zu 20% an SBZ erzielt
werden. Deshalb wurde Ascorbinsdure auch bei didSgperimenten als Standard
eingesetzt.

In dieser Arbeit wurde ausschlie3lich Humanhautwvesdet die, wie beHoffmann-
Wellenhof et al(116) direkt nach der chirurgischen Entnahme west@rbeitet wurde.
Die Hautproben wurden mit den in Kapitel 4 verwardeFormulierungen behandelt und
im Anschluss mit einem Sonnensimulator oder einéfCtLampe bestrahlt. Die
Hautstanzen wurden dann, abweichend von (116), r@hStunden in einem
Brutschrank, kryokonserviert. Bis zur AnfertigungrdSchnitte wurden die Proben bei
minus 80 °C aufbewahrt. Nach der Farbung und Rixigr erfolgte die Quantifizierung
der SBZ mit einem Lichtmikroskop.

Bei den ublichenn vivo Experimenten wird bei Bestrahlungen vorwiegendjt stier
Energieangabe der Strahlungsdosis, die individual@male Erythem Dosis (MED)
angegeben. Als MED wird die Strahlungsdosis festgeldie, abhangig von der
Wellenlange, gerade einen Sonnenbrand (Erythemyoheft. Dabei hangt die
Energiedosis nicht nur von der Wellenlange derHBiray, sondern auch vom Hauttyp,
also dem Pigmentierungsgrad der Haut ab. Von derOWkerden bei hellhdutigen

Menschen, abhangig von der Pigmentierung, vier tyljpeih festgelegt (117).
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Tabelle 5.1: Experimentell ermittelte MED fiir verschieden Hauttypen im UVA und UVB Bereich
(modifiziert nach (118))

Hauttyp MED UV B (mJ/crm) MED UV A (J/cm?)
Hauttyp | 24 6

Hauttyp Il 31 7

Hauttyp 1l 48 10

Hauttyp IV 11€ 17

Dabei sinkt die Empfindlichkeit gegeniber der UVYaBitung mit steigendem Hauttyp.
Freeman und Applegate (118) haben fir verschieden Hauttypen und
Wellenlangenbereiche jeweils die MED experimerdathittelt (Tabelle 5.1).

Diese Strahlungsintensitaten sind aber nicht adslate Richtwerte zu verstehen, da wie
schon erwéhnt die MED eine experimentelle GroRalisstfir jede Person individuell

ermittelt werden muss. Da jedoch die Bestimmung EiD bei der verwendeten

exzidierten Humanhaut nicht mehr moéglich war, atler Hauttyp der verwendeten
Proben bekannt war, wurde diese Intensitaten alsefi&dg verwendet. Da es mit
exzidierter Humanhaut sehr wenig Erfahrung mit Bddtingsexperimenten in dieser
Form gibt, war eine Reihe von Voruntersuchungenweatlig, um eine optimale

Bestrahlungsdauer bzw.- dosis, Inkubation der Féemung und eine bestmdgliche

Zeitspanne in der die Sonnenbrandzellen entstetwnién, zu bestimmen.

5.1.2 Parameterentwicklung

Wie erwahnt wird die minimale Erythemdosis expembed ermittelt, und wird als
Orientierung fur die Starke einer Strahlungsquiedieangezogen. In diesem Fall kann die
MED jedoch nur geschatzt werden, da diegevivonicht mehr bestimmt werden kann.
Fur die folgenden Experimente wurde, um Vergleickd® zwischen den Proben zu

gewahrleisten, nur Haut vom Typ Ill verwendet.
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Tabelle 5.2: Leistung der verwendeten Strahlungsqlien und berechnete MED auf Basis von

Tabelle 5.1

UVA uvB uvC Gesamtdosis
aorr}]?ﬁ)”gm“'ator 11,6 MW/Cm? | 630 PW/CM? | <wcemememeceees 0,734 J/cm?
10 Minuten 0,7MED 7,9MED | - 7,34 Jlcm?
20 Minuten 1,4MED IRV = R — 14,68 Jlcm?
30 Minuten 2,1MED N2 T — 21,02 J/em?
Zpri%'\"'msc“er -------------------------------- 22 mWicm? 1,32 Jem?

Damit lasst sich mit den in Tabelle 5.1 aufgelsteStrahlungsdosen ein Zeitplan fir die
Experimente entwickeln (s. Tabelle 5.2). Fir Beddtnagsexperimente mit der
energiereicheren UVC-Strahlung wurden drei Bestraddzeiten definiert: 2, 5 und 10
Minuten. Diese entsprachen den ungeféahren Energgeme die der Sonnensimulator
emittiert hatte. Es wurden zwar schon Strahlungssitaten fir UVC-Strahlung
bestimmt, die einer MED entsprechen sollen (119)1@iese unterscheiden sich jedoch

stark voneinander.

Bei diesem Verfahren ist es unbedingt erforderladss die Zellen der Haut speziell die
Keratinozyten vital bleiben, da die Apoptose eitivek Prozess ist. Es hat sich gezeigt,
dass die Einwirkzeit von drei Stunden, die eineehBlnzentration an eingedrungenen
Testsubstanzen gewahrleistet, zu lang war. Die Kaimzentration der Nitroxyl-Radikale
und dem Ascorbinsaurepalmitat fuhrte, schon bei eatthhlter Haut, zu mehr
nekrotischen Zellen als bei unbehandelter Hautei@fthtlich ist die Akkumulation der
Substanzen (auch von Ascorbinsaurepalmitat) naeh $tunden so hoch, dass es zu
negativen Auswirkungen kommin Vivo wirden diese Substanzen durch den standigen
Stoffaustausch durch die Gewebeflissigkeit “verdinverden, in diesem Fall aber
bildet sich eine Art Depot. Nach zahlreichen Exmemten wurden 30 Minuten als
optimal eingestuft. Bei dieser Einwirkzeit zeigtehskein Unterschied zur wirkstofffreien

Mikroemulsion-behandelten Haut hinsichtlich derna¢ischen Zellen.
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Bezuglich der idealen Zeitspanne, die zur Entstglier Sonnenbrandzellen erforderlich
ist, gibt es nur unzureichende Angaben. Im Norrilaard Haut erst nach der
Entstehung der Sonnenbrandzellen als Biopsie emtrom Dadurch ist gewéhrleistet,
dass die Zellen vital sind und die Apoptose alsvaktProzess eingeleitet werden kann.
Hofmann-Wellenhof et al(116) hatten mit kurz zuvor entnommener Humanhaut
experimentiert, diese wurde dann nach der BestnghdB8 Stunden im Brutschrank
aufbewahrt bevor sie eingefroren wurde. Diese gaitee war im vorliegenden Fall zu
lang, da sich zu viele nekrotische Zellen bildetdrsache fir dieses starker verlaufende
Absterben der Keratinozyten ist sehr wahrscheinidite abweichende Zeitperiode
zwischen Entnahme und Erstversorgung mit NahrlosWighrendHofmann-Wellenhof
schon nach 30 Minuten die Haut versorgen konnte, waneldser Arbeit erst nach zwei
Stunden mdglich. In diesem scheinbar kurzen Zatrai die Haut unterversorgt und es
kann zum Absterben von Zellen kommen. Da nekro#istéllen auch benachbarte Zellen
negativ beeinflussen, wurde eine Reduktion der, Zsich dem Bestrahlen bis zum

Einfrieren, von 48 auf 30 Stunden vorgenommen.

5.1.3 Ergebnisse

Sonnensimulator

Im Gegensatz zu den anderen eingesetzten Methed&agitel 4 und 6) war bei dieser
die Variabilitat zwischen den Spendern deutlich3gnd Fir die Experimente wurde zwar
nur Haut des Typs Il verwendet und alle Hautprobemden auch mit den gleichen
Strahlungsdosen behandelt, dennoch ist diese Eypig] kein fester Wert, weshalb auch
die Haut unterschiedlich auf die gleiche Strahlungssge reagierte. Wie man aus Tabelle
6 entnehmen kann gibt es zwischen den HauttypdbegetSpielrdume was die Strahlung
anbelangt, darum ist es sinnvoll die genaue MED den Hautproben vorher zu
ermitteln, um vergleichbare Bedingungen zu schafi@@nnoch zeigten alle Hautproben,
obwohl sie nicht die gleichen Ausgangsvorrauseteangatten, die gleiche Tendenz in
Bezug auf die protektive Wirkung der getestetens&uizen.

Eine Gemeinsamkeit, die alle bestrahlten Probetehatvar die Tatsache dass nach einer

Bestrahlungszeit von 30 Minuten die Strahlungsdofiensichtlich so hoch war, dass
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keine Unterscheidung zwischen behandelter oderhamokelter Haut moglich war. 80 bis
90 Prozent der gezahlten Zellen waren zum Teiltadk 9eschéadigt, dass auch keine
Unterscheidung zwischen Nekrose und Apoptose mesigéstellt werden konnte. Ein
solch starker Effekt war zumindest fur die unbeledtiedHaut erwartet worden, da die
Strahlungsdosis dem 25fachen einer MED entsprach.

OPlacebo @TEMPOL EAsc. P. BICAT-1 EDPS OPlacebo @TEMPOL EAsc. P. EICAT-1 EDPS
100 - B 100 -
c 90 - c 90 - {
2 @
TN, 80 - TN, 80 -
'g 70 - 'g 70 -
5 60 - 5 60 -
$ 50 - $ 50 -
€ 40 - € 40 -
] ]
£ 30 - £ 30 -
i - i -
T 20 - & 20 -
c c
< 10 - < 10 -
0 - : 0 - g
0 7,34 14,68 21,02 0 7,34 14,68 21,02
Strahlungsdosisin J/cm2 Strahlungsdosisin J/cm?

Abbildung 5.2: Anzahl der Sonnenbrandzellen in Abhagigkeit der Strahlungsdosis,
(Bauchhaut, ¢, Geburtsjahr 1943), links (Bauchhaut, ¥, Geburtsjahr 1971, Placebo:
mit wirkstofffreier Mikroemulsion behandelte Haut; Median und Spanne von n = 3

Einzelwerten

Offensichtlich war die Wirkung der Protektiva ne@h Minuten erschopft, es ist zwar noch

ein Trend zu erkennen, der ist jedoch nicht sigaift (s. Abbildung 5.2).

Nach einer Bestrahlungszeit von zehn Minuten walierhauteigenen Schutzmechanismen
noch in der Lage, die schadlichen AuswirkungenSteahlung abzufangen. Der Effekt der
Testsubstanzen war zwar zu sehen, jedoch nichtaedgepragt. Erst nach weiteren zehn
Minuten war der Unterschied zur wirkstofffreien vblemulsion-behandelten Haut deutlich
zu erkennen. Danach naherten sich die Werte wigeler Niveau der unbehandelten Haut.
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Wie stark die Hautzellen nach 30 Minuten unter dg&mnnensimulator geschadigt wurden,

ist auf den Fotografien in Abbildung 5.3 eindewigsehen.

Desweiteren konnte bei den untersuchten Hautprabenschon in Kapitel 4, kein Einfluss
durch das Alter des Spenders festgestellt werdamitDwurde auch bei diesem Verfahren
gezeigt, dass die Reparaturmechanismen und dietZSgkteme der Haut im akuten Fall

nicht vom Alter abhangen, sondern hauptsachlich Hauwttyp.
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Abbildung 5.3: H&E gefarbte Hautschnitte (5um), 30Stunden nach der Bestrahlung
(0, 20, 30 Minuten), links mit Ascorbinsdurepalmita, Mitte mit TEMPOL und rechts
mit wirkstofffreier Mikroemulsion behandelt (Placebo), (Bauchhaut, ¢, Geburtsjahr

1968; 200fache VergroRerung)

Das neue Nitroxyl-Radikal DHME wurde auch bei dras¥erfahren eingesetzt und
obwohl das Ergebnis dem der anderen Testsubstaemhkam, kann dieser Umstand
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nur als Trend gewertet werden, da zu wenige Megewer Verfugung standen. DHME
wurde erst zu einem fortgeschrittenen Zeitpunkt debeit synthetisiert. Die
Untersuchungen der Sonnenbrand-Zellen-Methode wauedieser Zeit bereits nahezu
abgeschlossen.

UVC-Strahler

Fir den UVC-Bereich gibt es keine einheitlichen aAbgn fur eine minimale

Erythemdosis, da es zum einen nicht zumutbar wilenschen dieser aggressiven
Strahlung auszusetzten und zum anderen, weil disvéwligkeit noch nicht besteht,
zumal dieser Wellenlangenbereich fast vollstandig der Erdatmosphare absorbiert
wird. Dessen ungeachtet solite der Einfluss di€¥eahlung auf tiefere Bereiche der
Epidermis dargestellt werden. Die Strahlungsdadiergenutzt werden sollte, orientierte
sich an den Energiemengen, die bei dem Sonnensonuéngesetzt wurden. Die

Hautproben wurden deshalb zwei (2,64 J/cm?), fémd J/cm?) oder zehn (12,3 J/icm?)
Minuten lang bestrahlt.

OPlacebo @BDHME BTEMPOL BEAsc.Palm. O Placebo B DHME @TEMPOL B Asc.Palm.

100 - 100 -
3 90 - 5 90 -
@ 80 - @ 80 -
g 70 - 2 70 -
o o
s 60 5 60 -
§ 50 § 50 -
c 40 c 40
] ]
w 30 w 30 -
s 20 S 20 -
< <
£ 10 g 10 -
0 0 -
0 2,64 6,6 13,2
Stralungsdosis in J/cm? Strahlungsdosisin J/cm2

Abbildung 5.4: Anzahl der Sonnenbrandzellen in Abhagigkeit der Strahlungsdosis,
rechts, ¢, Bauchhaut, Geburtsjahr 1943; links, @, Bauchhaut, Geburtsjahr 1989,
Placebo: mit wirkstofffreier Mikroemulsion behandelte Haut; Median und Spanne von

n = 3 Einzelwerten
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Aufgrund der unbefriedigenden Ergebnisse aus ddtrE$erimenten von den Nitroxyl-
Radikalen DPS und CAT-1, wurde die Anzahl der esefigen Nitroxyl-Radikale in
dieser Versuchsreihe auf TEMPOL und DHME begrenzt.

Auch bei dieser Versuchsreihe zeigten sich eindeutiffekte durch die verwendeten
Radikalfanger (s. Abbildung 5.4). Obwohl es UVCaBtung nicht vermag in tiefere
Bereiche der lebenden Epidermis einzudringen, waMirkung in den Hautpraparaten
sehr deutlich zu sehen.

Mit der dargestellten Methode war es gelungen, piertektiven Charakter der zuvor
schon in Kapitel 4 getesteten Substanzen zu bgstatOffensichtlich waren diese Stoffe
in der Lage, Faktoren, die zur Entstehung von Solwamdzellen fiihren, zu

beeinflussen. Welcher Art die Einflussnahme derilRdi@inger war, konnte noch nicht
geklart werden. Die Vermutung lag nahe, dass d&tcahlung entstehende ROS, direkt
oder indirekt mit den Nitroxyl-Radikalen und dercasbinsaure reagierten und diese
damit nicht mehr mit anderen Bestandteilen der Hegdagieren konnten. Diese
Vermutung wurde auch durch Ergebnisse aus Kapitefjedtitzt, in denen die

verwendeten Substanzen das Modellradikal DPPH redan. Vorstellbar ware auch

eine Absorption der Strahlung durch die Radikal&inglie alle Absorptionsmaxima

zwischen 450 und 200 nm haben und damit analog 3ehutzmechanismus des
Melanins wirken. Vermutlich waren beide Wege datmteiligt und fuhrten in der

Summe zu den beobachteten Effekten. Um eine ab8amnlde Beurteilung abzugeben
sind allerdings weitere Untersuchungen notig.

5.2 Untersuchungen an Hauthomogenaten unter Verwernuhg
der ESR-Spektroskopie

Dieses eingangs sehr vielversprechende Konzeptessath im Verlauf der Arbeit als

sehr aufwendig in der Durchfiihrung und letztendlitlder eingesetzten Form als nicht
reproduzierbar heraus. Dessen ungeachtet konntsesdi®&/erfahren mit einigen

Modifikationen zu aussichtsreichen Erkenntnissemrdii, weswegen in diesem Kapitel
die aufgetretenen methodischen Schwierigkeitenezgigt werden sollen.
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5.2.1 Versuchsprinzip

Bei diesem Verfahren wird die antioxidative Aktaétit mit Hilfe des stabilen freien
Radikals, Diphenylpicrylhydrazyl quantifiziert. Dafwird das zu bestimmende Substrat
in flissiger Form mit DPPH zusammengebracht undh macer festgelegten Zeitspanne
die verbleibende Menge an DPPH ermittelt. Diese M)figierung kann, da DPPH
paramagnetisch ist, mit der Elektronenspinresor@pektroskopie erfolgen. Damit lasst
die verbleibende Menge Rilickschlisse auf das raduRtenzial des zu untersuchenden
Materials zu. Auf3erdem ist es mit der ESR-Spektpgk moglich, den kinetischen

Verlauf der Reaktion zu beobachten, da es sichinmréchtinvasive Methode handelt.

Da in vorliegendem Fall das zu untersuchende Mateitumanhaut war, wurde diese zu
einem Homogenat verarbeitet. Die genaue Vorgehdssweurde in Kapitel 3 schon

ausfuhrlich erlautert. Das Hauthomogenat konnt@ammsen mit gelostem DPPH in eine
Kapillare aufgezogen werden und im Resonator vesereserden. Als Vorlage fir diese
Vorgehensweise diente eine Arbeit vBachs et al.(86), die leicht modifiziert wurde.

Anstatt der Ethanol/Puffer-L6sung, wie in dieser thbele beschrieben, wurde eine
isotonische Kaliumchlorid-Losung verwendet, um Enzatalysierte Mechanismen, die
durch ethanolhaltiges LOsungsmittel sicherlich beéachtigt worden waren, zu

verhindern. Diese Mechanismen haben aber eineradilichen Einfluss auf das
reduktive Potenzial der Haut, wie im Kapitel 4 ggkzevurde. Mit diesem Verfahren

sollte die antioxidative Gesamtkapazitat eines Hgpamats quantifiziert werden

Die mit Homogenat und DPPH-L6sung gefillte Kapélarurde Uber einen Zeitraum von

60 Minuten vermessen.

5.2.2 Ergebnisse

Bei allen vermessenen Proben konnte ein SinkerDé#3H-Signals registriert werden,
dennoch war das Sinken des DPPH-Signals nicht hliefsich die Folge einer
Reduktion von DPPH. Es zeigte sich, dass DPPHdarichtmasse, die zum Abdichten
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der Kapillare genutzt wurde, diffundierte und damih Absinken der Konzentration
verursachte. Zudem war bei einigen Proben ein sbheer Anstieg der DPPH-
Konzentration zu beobachten. Ursache war ein Alesfalon DPPH durch die rein

wassrige Umgebung und durch Hautpartikel, die aist&llisationskeime fungierten.

Das Problem mit der Dichtmasse konnte mit dem Zusdren der Kapillare geldst

werden. Die unkontrollierte Kristallisation von DRFkonnte jedoch nicht verhindert

werden. Durch Zentrifugation wurde versucht mit déterstand des Homogenats
weiterzuarbeiten, um Kristallisationskeime aus Hésung zu nehmen, und damit der
Kristallisation entgegen zu wirken. Der Uberstaresd®3 aber nur ein sehr geringes
Reduktionsvermdgen gegeniber dem DPPH (Daten geddigt).

Dillerenz, Zeitpunkt Null und Messung

Haut gehemmt
20 -

110

105

100

signal Amplitude

95

90

Zeitin min

Abbildung 5.5: Verlauf des DPPH-Signals in Abhangigeit der Zeit, (Bauchhaut, ¢,
Geb. Jahr 1968), dargestellt ist die Amplitudendiférenz der Mittellinie des 3-Linien
Spektrums, der Abfall der Signal-Amplitude findet schon vor Beginn der Messung
statt, deutlich zu erkennen an der unterschiedliche Anfangs-Amplitude

Wenn keine Kristallisation stattfand, konnte beimdédauthomogenat eine erhdhte

Reduktionsrate gegenuber der Kontrolllosung fesgdjesverden. Zuséatzlich konnte eine
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Thiolgruppen-abhéangige Reduktion des Diphenylpitygitazyls gezeigt werden, durch
Vorbehandlung der Hautprobe mit N-EthylmaleininidEM).

Wie in Abbildung 5.5 angezeigt, erfolgte der Haaptter Reduktion schon bevor die
Messung gestartet werden konnte, zu Erkennen antieieren Anfangsamplitude.
Danach war die Abnahme des Signals kaum noch vorKdetrolle zu unterscheiden

(erkennbar an der entsprechenden Steigung).

Letzten Endes lie3e sich mit dieser Methode, irsatid=orm aufgrund der genannten
Schwierigkeiten, keine reproduzierbaren Ergebneszéelen. Damit war es auch nicht
moglich schadlichen Auswirkungen durch UV-Strahlung erfassen. Eine Reduktion
von DPPH war zwar messbar, diese war aber selk wtem Homogenat abhéngig. Es
war kaum mdglich ein einheitliches Homogenat hdaellen, ohne Hilfsmittel wie
Kollagenasen einzusetzen, die das Ergebnis bessgffu Zudem lie3 sich das Ausfallen
von DPPH kaum unterbinden, da der wassrige Anteil Messlosung zu hoch war.
Prinzipiell liel3e sich die Loslichkeit von DPPH raithanol erhéhen, dabei wirden aber
Enzyme in ihrer Aktivitat beeinflusst, was das Hnge wieder beeintrachtigen wirde. Im
Laufe der Experimente wurden sukzessive die erdstan Schwierigkeiten eliminiert,
allerdings lie3 sich das Hauptproblem, ein repradbares Homogenat herzustellen,
nicht beheben.

5.3 Nachweis von Lipidperoxidationsprodukten in
Hauthomogenaten

Ein weiteres Verfahren um durch UV-Strahlen vercinsa Schaden an exzidierter
Humanhaut zu erfassen, ist die Messung von Lipapeationsprodukten. Die mehrfach
ungesattigten Fettsauren in Membranphospholipi@eZdllen reagieren empfindlich auf
oxidative Prozesse. Oxidantien reagieren dabeidait Fettsdauren und kénnen Uber
radikalische Zwischenstufen zu Peroxyradikalen dahrDieser als Lipidperoxidation
beschriebene Vorgang kann zur volligen Zerstéruog ¥ellmembranen fuhren. Im
Rahmen der Lipidperoxidation entstehen Aldehyde, Iclnee weitere reaktive
Eigenschaften besitzen und die Molekulstruktur \Rnoteinen, Enzymen, RNA und
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DNA schéadigen kdnnen (121). Es ist bekannt, das8-3%ahlung die Lipidperoxidation

z. B. in kultivierten humanen Fibroblasten hervéerukann (122). Ein Endprodukt der
Lipidperoxidation der Membranlipide ist Malondialdel (MDA). Dieses entsteht aus
mehrfach ungesattigten Fettsduren durch Reaktion emem Peroxyl-Radikal, das
danach mit Sauerstoff reagiert und anschlieRend eaiiter Zyklisierung und

Fragmentierung endet. MDA kann mit Thiobarbiturgdurzu einem roten

Azomethinfarbstoff reagieren, photometrisch bestinund quantifiziert werden (s.
Gleichung 9).

0
AN H H | N\\\\l/SH Sy My -OH HO N -SH
' .7 B
H o+ 2 =N N v+ 2H0
i [ S P
OH OH OH (Gl 9)

Nachteilig an dieser Methode ist die mangelndeksglgit der Thiobarbitursaure, diese
reagiert auch mit anderen ubiquitar vorhandenemrtdgruppen zu farbigen Produkten.
Deshalb wird auch meistens die Gesamtheit der ahimtursaurereaktiven Substanzen
(TBARS) bestimmt. Ein spezifischer Nachweis von MDgelingt durch die
chromatografische Trennung der TBARS per HPLC (123)der vorliegenden Arbeit
wurde MDA nach der voBuegeund Austentwickelten Methode quantifiziert (124).

5.3.1 Versuchsaufbau

Hauthomogenate wurden wie in 3.2.3 beschriebenekeztif, wobei anfangs die Dichte
der Suspension bei 1g Haut pro 9 ml KCI-L6sunguad spéater auf 1g Haut pro 3 ml
KCIl-L6sung erhoht wurde. Nach Zentrifugation desntégenats wurde mit dem
Uberstand weitergearbeitet (135). Als Kontrollweignte unbehandelte und unbestrahlte
Haut. Die Hautproben wurden mit einem Sonnensimulatit einer Dosis von 21 J/cm?
(s. 3.3.2) bestrahlt. Diese hohe Energiemenge wusthgesetzt, weil aus den
Experimenten aus 5.1 bekannt war, dass eine sblok&s eine massive Schadigung der
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Zellen hervorruft. Damit sollte gewdahrleistet werdelass gentigend Thiobarbitursaure
reaktive Substanzen zur Detektion zur Verflgungdsta.

5.3.2 Ergebnisse

Die ersten Versuchsreihen zeigten zunachst eineht lerhbhten Wert an TBARS bei

bestrahlter Haut gegentber der Kontrollhaut. Daisedelte es sich aber um zuvor
eingefrorene Haut. Experimente mit Frischhaut kenntdiese Ergebnisse nicht

bestatigen. Auch nachdem der Hautanteil und diah&tngsdauer auf 90 Minuten (63

J/icm?) erhdht wurde, konnten keine auswertbareroddb®nen gemessen werden weder
bei den bestrahlten noch bei unbestrahlten Haugprob

------- Kalibriergerade ® Haut, bestrahlt
X  Haut, unbestrahlt
0,5 -
0,45 -
E 04 -
§ 0,35 -
s 03
20,25 -
S 02 -
s 0,15 4 0,096
2" ' 0,1276
-2: 0,1 -
0,05 1 0,097
O T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Konz. in umol/I

Abbildung 5.6: Verdinnungsreihe der TBARS, unterstichener Wert entspricht der
niedrigsten Verdinnung der Kalibrier-Geraden, Wert fir unbestrahlte (oben) und
bestrahlte (unten) Haut, beide Werte liegen sehr en beieinander und unterhalb des
kleinsten Wertes der Verdinnungsreihe, n = 3, Baudiaut, ¢, Geb. Jahr 1971
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Wie in dem Diagramm (s. Abbildung 5.6) deutlichgkstellt ist, lag die Absorption der
Proben unterhalb der kleinsten fir die Kalibrieegkan verwendeten Konzentration, also

unter der Bestimmungsgrenze.

Offensichtlich liel3en sich in dieser Form keine idperoxidationsprodukte erfassen, die
Konzentration an thiobarbitursdurereaktiven Sulzanreichte nicht aus, um eine
Quantifizierung durchzufuhren. Ursache konnte derwendung des Homogenats aus
Ganz-Haut (Epidermis-und Dermisgewebe) sein. DaQk@ation der Membranlipide

hauptsachlich in der Epidermis stattfindet, saditeeh nur diese verwendet werden. Die
Epidermis lasst sich aber nicht ohne weiteres ven [Mdermis ablésen. Mit einem

Dermatom oder anderen Prapariertechniken ware gfian@&Gpalthaut zu erhalten. ohne
den Status der Peroxidationsprodukte zu ver&dndemges z. B. durch Hitzeseparation
oder enzymatischen Abbau der Fall ware. Womdglicinden dadurch quantifizierbare
Mengen an TBARS erfasst werden. Leider konntenziisFertigstellung dieser Arbeitt,

diese MalRnahmen aus Zeitgriinden nicht mehr ausgevénden.

5.4 Zusammenfassung

Im vorangegangenen Kapitel wurden drei Methodemeruanderem hinsichtlich ihrer
Tauglichkeit als Testverfahren fir topisch applitae Antioxidanten untersucht. Die

Ergebnisse sollen nun kurz zusammengefasst werden.

Mit der Sonnenbrandzellen-Methode konnte der ptatek Charakter, der zuvor schon
in Kapitel 4 getesteten Substanzen, bestatigt werdliée verwendeten Substanzen waren
in der Lage, Faktoren die zur Entstehung von Sdmagwlzellen fuhren, positiv zu
beeinflussen. Es konnte allerdings noch nicht gekl@&rden, im welchem Rahmen sich
diese Einflussnahme bewegt. Reaktive Sauerstofflspedie strahlungsbedingt entstehen
konnten direkt oder indirekt mit den Nitroxyl-Radl&n und der Ascorbinséure reagieren,
bevor diese mit anderen Bestandteilen der Hauieesagkonnen. Mechanismen, die eine
Apoptose einleiten wirden, kdnnten damit minimiegrden, und damit die erniedrigte
Apoptoserate bei den behandelten Hautproben erkl&verstellbar ware auch eine
Absorption der Strahlung durch die Radikalfanger,alle Absorptionsmaxima zwischen
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450 und 200 nm besitzen. Eine abschlielRende Bkungeiist allerdings erst nach
weiteren Untersuchungen mit anderen Radikalfangemglich.

Die Untersuchung der Hauthomogenate mittels der -E&thnologie konnte in der
angewandten Form schlieBlich nicht zu den erwarteiggebnissen fuhren. Das
Grundproblem der schlechten Laslichkeit von DPPM/&ssrigem Medium, konnte nicht
endgultig gelost werden. Es konnte zwar eine messBaduktion von DPPH in den
Hautproben festgestellt werden, diese war aber s&mk von der Konsistenz des
Homogenats abhangig. Eine Trennung des kollagegbalt Gewebes ware eine
Moglichkeit das Resultat zu verbessern.

Mit der Quantifizierung von Lipidperoxidationsprddan verhalt es sich &hnlich, auch in
diesem Fall ware es sicherlich notwendig die obétantschichten von den tieferen zu
trennen. Da die Oxidation der Membranlipide haugtkéh in der Epidermis stattfindet,
solte auch nur diese verwendet werden, um eine z&anierung der
Peroxidationsprodukte zu erreichen. Mit einem Déomekdnnte so eine Trennung zum
Teil gelingen. Eine vollstandige Trennung der Epis von der Lederhaut, lasst sich
damit aber, wegen der papillenartiger Strukturhingturchfiihren. Leider konnten diese
Uberlegungen, bis zur Fertigstellung dieser Arbeight mehr praktisch umgesetzt
werden.
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Kapitel 6

6. ESR-Tomografie mit exzidierter Humanhaut

Mit der Elektronenspinresonanz-Tomografie stehte eiainzigartige Methode zur
Verfligung Radikale, in diesem Fall Nitroxyl-Radi&ahicht-invasiv in einem Gewebe zu
detektieren. Das zu vermessende Material bleibeidabllkommen intakt und somit
unbeeinflusst von der Messung. Durch die raumli€lastellung ist es mdglich ein
Verteilungsprofil der Spinsonde in dem Gewebe ztedlen. Bei der ESR-Tomografie
handelt es sich um eine spezielle Form der ESRi8msMopie. Statt ein einziges
Spektrum von der ganzen Probe zu nehmen, werdemeoRrobe mehrere Projektionen
mit einer raumlichen Kodierung aufgenommen (s. ¥dpB) und spéter zu einem

dreidimensionalen Spektrum riickkonstruiert (s. Ahbig 6.1).

An dieser Stelle muss auf Beschrankungen fur dewsaEz der ESR-Spektroskopie und
Tomografie hingewiesen werden. Biologische Prohathadten gemal ihrer Natur meist
grol3ere Mengen Wasser bzw. Elektrolyt-Losungen, wiederum aufgrund ihrer

physikochemischen Eigenschaften Mikrowellenstrahkeipsorbieren und in Warme
umwandeln. Diese zu Detektion eines Signals erfoctie Mikrowellenenergie wird also

vermindert und verringert so die Signalintensi@iesen Umstand kann man nur durch
Verminderung der Probenmenge  (Reduzierung der  RgobBe) und

Probenpositionierung (im Nulldurchgang der E-Felii$® der Mikrowellenschwingung)
begegnen. DarlUber hinaus ist fir den Einsatz ddR-ESnografie nachteilig, dass die
Signalintensitat des ESR-Spektrums Uber die rawelicAusdehnung des zu

untersuchenden Objekts verteilt wird und damit mereVerringerung des Signal-Rausch-
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Verhaltnisses fuhrt. Diesem Umstand kann man imewgishen durch Erhéhung der

eingesetzten Spinsondenkonzentration abhelfen.

Die Hohe der Konzentration einer Spinsonde, detdeidlich in die Haut eindringt, hangt

von mehreren Faktoren ab, der

e Art der Applikation
e Hohe der Ausgangskonzentration
e Reaktion des Nitroxylradikals mit den antioxidativen Systemen der Haut

e physikochemischen Eigenschaften der Spinsonde selbs

{a) VM21AZ2 {b) SPECTRUM
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Abbildung 6.1:3-Linien-Signal eines Nitroxids und tLinien-Signal des DPPH-Kristalls;
a) raumliche Ansicht von oben, b) spektrale Auflésog (1-Linien-Signal vorne), c¢) 3-D

Ansicht, d) raumlich Auflésung von der Seite
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Im folgenden Kapitel sollten die Versuchsbedingumgmd Parameter fur die spateren
Bestrahlungsexperimente festgelegt werden. Dalieegaein besonderes Augenmerk auf
die oben genannten Faktoren zu legen. Aul3erdente sdie Anzahl, der am Ende
eingesetzten Nitroxyl-Radikale eingegrenzt werden.

6.1 Auswahl eines geeigneten Applikationsweges uddr -form

Applikationsweg

Fur das Einschleusen von Substanzen in exzidiedenadhaut gibt es im Grunde
genommen nur drei Moglichkeiten, von der Dermis&eader Epidermis-Seite oder einer

Kombination aus beidem.

Von der Dermis-Seite ware die Aufnahme Uber dasridétium, auf dem die Hautprobe
lagert, mdglich. Dieser Weg wirde auch der natlielic Transportrichtung von
korpereigenen Stoffen und manchen Arzneistoffensprathen. Allerdings ist die
Konzentration an Wirkstoff die iex viveExperimenten erreicht werden vivo kaum
nachzuahmen. Zudem beschrankt das wassrige MedemmEihsatz vieler lipophiler
Substanzen.

Die zweite Moglichkeit besteht darin, die Wirks®fih Losung oder als Suspension mit
einem geeigneten Tragermaterial in die Epidermmslrngen zu lassen. Da die oberen
Hautschichten als &aul3ere Barriere so aufgebaut, slads sie das Eindringen von
Fremdstoffen verhindern, spricht gegen diesen edererseits ist es mit einer Vielzahl
an geeigneten Tragermaterialien mdglich, die Hdnieét so zu beeinflussen, dass z. B.
Arzneistoffe eindringen kénnen. Eine lange EinwaikZasst sich dadurch aber meistens
nicht verhindern. Um die Einwirkzeit erheblich zwerungern, bestinde noch die
Mdglichkeit das Stratum Corneum zu entfernen, was@genanntes “tape stripping” (48)
bekannt ist, jedoch wiirde das den nativen ZustandHdut beeintrachtigen.

Durch die Kombination beider Wege bliebe das Tanclhier Hautprobe in eine
Wirkstofflosung als dritte Mdglichkeit. Zweifellost die Eindringgeschwindigkeit und
Konzentration des Wirkstoffs im Gewebe hier am Ilsbeh. Herrling et al. (125-127)
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schleusten mit dieser Methode Nitroxyl-Radikaledia Haut, doch verwendeten sie dafir
ethanolhaltige L6ésungen, die zum einen zytotoxwgtken und zum anderen antioxidative
Enzyme denaturieren kdnnen. Ein Ziel dieser Arbedtr es, eine Unterstitzung der
antioxidativen Systeme zu erreichen, weshalb didéss$ahren nicht in Betracht kam.
Hochkirch (57) konnte hohe Konzentrationen an SpinsondelanHaut befordern, diese
wurden aber mit Tauchversuchen von Nitroxiden insskigen Losungen erzielt. Die
schlechte Ld&slichkeit von einigen verwendeten MNyidRadikalen limitierte die
Verwendung dieses Verfahrens.

Fur das Ziel dieser Arbeit, Nitroxide auf ihre pkiive Wirkung zu prufen, bietet die
epikutane Applikation letztendlich die besten Vasetzungen und wurde deshalb

verwendet.

Formulierung
Die Effektivitat einer Formulierung hangt maf3geblion drei Faktoren ab,

e von den Eigenschaften des Wirkstoffs
e von den Eigenschaften des Vehikels

e vom Zustand der Haut

Da es nicht die Zielstellung dieser Arbeit war emeue Formulierung zu entwickeln,
wurde auf ein schon bestehendes Tragermaterialckgegriffen, das alle geforderten
Anspriche erfillte.

Da die physikochemischen Eigenschaften der einggagsihlten Nitroxyl-Radikale, sehr
unterschiedlich waren, fiel die Wahl auf eine Mi&noulsion. Dadurch konnten alle in
Losung gehalten und damit vergleichbare Ausgangsbedgen geschaffen werden. Die
Verwendung des als Standardantioxidans verwendeteorbinsaurepalmitat in Kapitel 4
machte es notwendig eine Mikroemulsion zu nutzenndt dieser Substanz schon getestet
wurde. Jurcovic et al.(42) konnten mit einer von ihnen entwickelten Folierung gute
Ergebnisse erzielen, weshalb jene Mikroemulsiondfése Arbeit Gbernommen wurde (s.
Kapitel 3.1.2).
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6.2 Nitroxyl-Radikale in exzidierter Humanhaut nach

epikutaner Applikation

Es ist bekannt, dass die Epidermis als aul3ereseBegngsorgan standig mit exogenen
Noxen in Kontakt kommt und diese durch ein Netzwesk unterschiedlichen
antioxidativen Systemen, sei es enzymatischer odmht-enzymatischer Natur,
unschadlich macht (128, 129). Die verwendeten Mytr&Radikale sind diesen Systemen
auch ausgesetzt und werden nach dem EindringenieinHdut zum Teil zu den
korrespondierenden Hydroxylamin und weiter bis zsgkundaren Amin reduziert (57,
130). Das Ausmal} dieser Reduktion hangt sehr stark der Struktur und dem
Aufenthaltsort der Spinsonde ab. Es wurde beric{i8il), dass das héchste reduktive
Potenzial im Inneren der Zelle vorzufinden ist, ealsind Spinsonden, die in den
intrazellularen Raum eindringen konnen einer hdhdéBereduktionrate ausgesetzt als

Sonden die sich im extrazellularen Raum aufhalten.

6.2.1 Entwicklung der Parameter fur die Applikation der

Nitroxide auf der Haut

Nachdem eine Mikroemulsion als Darreichungsform &dtvwurde, blieb nur noch die
Frage zu klaren, wie lange die Formulierung aufHaeit einwirken soll, um eine optimale
Verteilung und Konzentration in der Haut zu erreichDaflr wurden die Hautstanzen

unterschiedlich lang mit der wirkstoffhaltigen Mdemulsion behandelt.

Als Standardformulierungsmenge wurde nach zahlegictiorversuchen 50 pl einer 0,1
molaren Nitroxid-Mikroemulsionslosung fur die toghe Applikation gewahlt. Diese
Menge war ausreichend, um die Hautstanzen optimndlenetzten, ohne dabei tGber den
Hautrand zu flieRen. Die Formulierung wurde aufldautstanze (& 20 mm) aufgetragen
und bei 34°C inkubiert. Nach 60, 180 und 360 Minuteurde die Formulierung entfernt
und die Hautstanze fur die Vermessung im Resonatdiereitet (s. Kapitel 3.3.3).
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Ein steady state-Zustand trat nach einer Einwirkdaon drei Stunden ein. Eine langere

Einwirkzeit brachte keine weitere Erh6hung der dkid-Konzentration in der Haut. (s.

Abbildung 6.2).

|/| (Standard max)*loo

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Hauttiefe (mm)

Abbildung 6.2: Intensitatsprofile tUber die Hauttiefe von mit TEMPOL behandelter
Haut (Bauch, ¢, Geburtsjahr 1968), rechts das Signhal vom StandardPPH, links die
mittleren Peaks des 3-Linien Signals von TEMPOL nale unterschiedlicher
Einwirkdauer. Auf der Ordinate ist die Intensitdt des mittleren Nitroxid-Peaks

dargestellt, normiert auf den Intensitatspeak des andards DPPH.

Diese Voruntersuchungen wurden alle mit TEMPOL Hgediihrt, da es sich sehr frih
herausgestellt hatte, dass diese Sonde eine dwendichohe Penetration zeigte, um

detektiert zu werden. Die optimale Einwirkzeit werdgpater, bei der Auswahl der

letztendlich verwendeten Nitroxide, bestatigt.
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6.3 Eingesetzte Nitroxide

Nachfolgend sollten die, fur die Untersuchungengausihlten Nitroxyl-Radikale mit
Piperidin- bzw. Oxazoldininstruktur kurz charakseert und ihre Auswahlkriterien
dargestellt werden. Alle eingesetzten Verbindungemfligen Uber ein ungepaartes
Elektron und sind somit paramagnetisch. Aus deuk8iren der verwendeten Spinsonden
ergeben sich entsprechende Unterschiede in Bez@ighea Lipophilie, die flr das
Eindringen in die Haut von besonderer BedeutungAtts Mal3 fur die Lipophilie der
verwendeten Nitroxyl-Radikale kann der n-Oktanolsa&-Verteilungskoeffizient
herangezogen werden. Den kleinsten Verteilungskoerften der verwendeten
Spinsonden weist CAT-1 auf. Fur diese war aufgribinelr positiven Ladung eine geringe
Membrangangigkeit zu erwarten. Es war schon gelurggé3ere Mengen an CAT-1 in
exzidierte Humanhaut zu befordern, allerdings wataes hauptsachlich Tauchversuche
(57). BeiMoll (54) gelang dies durch den Einsatz von Liposornjedgch nur durch die
Hemmung der Hautproben mit einem SH-Reagenz. Misati MalRnahme konnte der
oxidative Abbau von CAT-1 zu ESR-stummen Verbindemgum gro3ten Teil verhindert

werden.

TEMPOL ist eine amphiphile Sonde, die aufgrund ihres &lkmgskoeffizienten und
ihrer Molekllstruktur eine unterschiedlich stark sgepragte Affinitdt zu den
Lipiddoppelmembranen der unterschiedlichen Hautétbn aufweist. Wahrend bei
angestrebten Effekten auf der Hautoberflache eirierting der Wirkstoffe auf bzw. in
der oberen Hornschicht und eine geringe Penetral@nHornschichtbarriere erwiinscht
ist, sollte bei Topika zum Schutz vor Strahlensemédlie meist in der Epidermis und in
der oberen Dermis lokalisiert sind, eine hohe \Mghfirkeit in diesen Bereichen
gewahrleistet sein. Demzufolge sollte im Idealfdle Diffusion so gesteuert werden, dass
ausreichende Nitroxid-Konzentrationen am Wirkottielt werden. Der Ubergang in die
gefal3tragenden Teile der Dermis sollte jedoch lamggenug erfolgen, um unerwinschte
systemische Wirkungen zu vermeiden. Es wurde somemrfach gezeigt, dass TEMPOL,

topisch eingesetzt, in Humanhaut eindringt. Der lapiple Charakter und die relativ
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kleine Grof3e des Molekiils sind offensichtlich dmiimalen Voraussetzungen, um in die

Haut einzudringen und sich dort zu verteilen.

Das NitroxylradikalDoxylpalmitinsaure (DPS) ist die lipophilste von den eingesetzten
Substanzen und ist durch ihre langgestreckte Mdftakii eher im Nachteil zu den oben
genannten Nitroxyl-Radikalen, da es dadurch langsamdie Haut diffundiert und damit
nicht die Konzentration erreicht wie kleinere Malék Allerdings ist der Umstand, dass
Palmitinsaure in hohen Konzentrationen in den Pholgpden der Haut vorkommt von
Vorteil, da sich dort DPS im guinstigsten Fall acinert.

Das Nitroxylradikal Doxylhexansauremethylester wurde eigens fur diese Arbeit
entworfen und synthetisiert (s. Kapitel 3.4), dasieh im Laufe der Untersuchungen mit
den unterschiedlichen Spinsonden herausgestel, lddss Doxylpalmitinsaure nicht den
erwlinschten Effekt hatte. Die neue Substanz stditeCharakter einer amphiphilen Sonde
wie TEMPOL haben und gleichzeitig die langgestreckolekilform einer Fettsaure

besitzen, um sich in den Lipiddoppelmembranen besseufigen.

Als letztes sei noch ein Derivat von TEMPOL, dBEMPOL-Benzoat zu nennen,
welches einen n-Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffi@ae von tber 100 hat (59) und
damit sehr lipophil ist. Ahnlich wie DPS diffundiediese Substanz, wenn sie in einer
Formulierung gelost vorliegt nur sehr langsam midaut. Die sehr geringe Konzentration
machte es sehr schwer das Radikal in der ESR zekigetn, da zu der kleinen
Signalintensitat noch die Dampfung durch die Haaltprdazukam.

6.4 Auswahl der Nitroxide

Von den funf getesteten Nitroxyl-Radikalen, konntgoh nur TEMPOL und DHME
durchsetzten. Zum einen, aufgrund der positiverebmgse aus den parallel stattfindenden
Rasteruntersuchungen mit den Diffusionszellen, math anderen, weil die Detektion
dieser Substanzen in der ESR-Tomografie optimaémarm sie spater auch quantifizieren
zu kdnnen. Die Spinsonden Doxylpalmitinsaure undrAzeigten gegentiber DPPH ein
gutes Reduktionsvermdgen (s. Kapitel 4.7.2), awutteh beide eine positive Wirkung auf
die Entstehung von Sonnenbrandzellen (s. Kapitdl), 5sie waren aber aufgrund
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unterschiedlicher Ursachen, sehr schwer bis gahtnio den ESR-Messungen zu
detektieren. Weiterfuhrende Untersuchungen mit Héei der das Stratum Corneum
entfernt wurde zeigten, dass die Penetration vorS DRirch diese Barriere der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt war (Daten tnigkzeigt). Die sehr sperrige
Molekulform und die damit verbundene geringe Maod#ili macht es fir ESR-
Untersuchungen zusatzlich schwer. Eine geringe Bhelkeit verursacht eine
Verbreiterung des 3-Linien-Spektrums, mit kleineardender Intensitat. Zur Abschatzung

der Signalintensitdt dient die Beziehung,
| = A Hpp? x Amplitude
A Hpp: Peak-to-Peak-ESR-Linienbreite

Aus ihr ist ersichtlich, dass die Signalamplitueée lbinienverbreiterung stark abnimmt und
sich damit das Signal-Rausch-Verhaltnis, insbesensleder ESR-Tomografie, ungiinstig
gestaltetDie ohnehin schon geringe Signalstarke geht damiGrundrauschen unter. Bei
CAT-1 verhélt sich die Situation etwas anders,sedekannt (57), dass das Nitroxid bei
Experimenten in denen die Haut getaucht wurde, sate gute Verteilung im gesamten
Gewebe stattfindet. Das Stratum corneum ist furpadare Nitroxyl-Radikal CAT-1 eine

schwer Uberwindbare Barriere. Hier ware eine Foienuhg, die penetrationsférdende
Wirkung fiir polare Stoffe beinhaltet wie z. B. Pytgnglykol oder Dimethylsulfoxid,

geeigneter. Dies wulrde aber eine Vergleichbarkeitschen den andren Nitroxiden

unmaoglich machen.

TEMPOL-Benzoat konnte schon im Vorfeld bei den Bakintersuchungen aus Kapitel 4,
aufgrund von Wirkungslosigkeit ausgesondert werdeilem war die Signalintensitat der
vermessenen Proben nicht vom Grundrauschen zusoh&den, was eine Detektion der
Sonde aussichtslos machte. Damit hatte sich die (deKapitel 6.3) genannte Vermutung
bestétigt, dass die Sonde, zumindest mit der veteten Formulierung, nur in sehr
geringen Umfang in die Haut eindringt.

Zusétzlich zu den hervorragenden Penetrations- Medteilungseigenschaften von
TEMPOL und DHME, zeigten beide Uber die gesamtesvist und dariber hinaus eine
hohe Stabilitdt gegenlber den reduktiven SysteneerHdut. Eine Tatsache, die fur die

anschlieenden Bestrahlungsexperimente von entissiger Bedeutung war.

114



6.5 Ergebnisse der ESR-Untersuchungen an Nitroxidddadenen

Hautproben

6.5.1 Einfluss der Spenderhaut auf die Verteilung nd das
Ausmald der Bioreduktion der Nitroxide durch hauteigene

Mechanismen

Bei der Verwendung der ESR-Tomografie war zu beathtdass tomografische
Aufnahmen einen erheblichen Zeitaufwand darstelEenwar natirlich zu erwarten, dass
die Radikale nach der Applikation standig in Kontalt den antioxidativen Systemen der
Haut bleiben wirden und im Laufe der Messung dienzemtration sinken wiurde.
Hochkirch konnte anhand von ESR-Untersuchungen mit untexdbtihen Nitroxyl-
Radikalen diesen Sachverhalt auch bestatigen. BdulRion der Radikale im Gewebe
geht wie erwartet weiter, war jedoch abhangig vem geweiligen Nitroxid. Offensichtlich
zeigen Nitroxide mit steigender Lipophilie auch esigesteigerte Reduktionsrate. Zu
erklaren war dies durch die bessere Zellgangigkait Stoffen mit steigender Lipophilie
und damit einem gesteigerten Kontakt mit intradétien Reduktionsmitteln (87).

In Kapitel 4 konnte schon gezeigt werden, dass eiiclGrof3teil des reduktiven Potenzials
der oberen Hautschichten durch SH-Reagenzien herfimsty wobei nicht geklart wurde
ob diese antioxidativen Systeme intra - oder egtlal&ar zu finden sind. Dennoch ist zu
vermuten, dass die Mehrheit der thiolgruppenablyamiSysteme intrazellular oder in
lipophilen Bereichen der Haut zu finden ist, da &eduktion des sehr hydrophoben
Modellradikals DPPH durch SH-Reagenzien tiberwiegamtindert wurde.
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(b) A48AZ2 (c)

1.0x10%

Abbildung 6.3: Drei mit TEMPOL behandelte Hautproben, (a) ungehemmt, (b) mit
NEM gehemmt und (c) mit lodacetamid gehemmt, die Sjnalintensitat des Nitroxid-
Radikals wird relativ zum Standard-Peak (rechter Pak im Diagramm) von (a)-(c)

immer groRer

Auch bei den ESR-Untersuchungen konnte ein sehrkestaEinfluss von SH-
gruppenabhangigen Antioxidantien gezeigt werdea, ai der Reduktion der Nitroxide
beteiligt waren. Dabei war lodacetamid, als eineis $H-Reagenzien, deutlich wirksamer
als N-Ethylmaleinimid (s. dazu auch Abbildung 6.3).

Durch Hemmung der Enzyme kdnnen sich die NitroxgtRale, ohne dass sie zu ESR-
stummen Verbindungen reduziert werden, im Gewebeteilen. Ein Teil der
antioxidativen Systeme bleibt selbstverstandlicim @en SH-Reagenzien unbeeinflusst,
wie Ascorbinséaure oder-Tocopherol. Bei der Reduktion von ROS oder vorrdxiden,
handelt es sich um ein komplex ineinander greifsntietzwerk von Enzymen und
niedermolekularen Antioxidantien. Diese sind in Bykmiteinander verbunden, die zum
Teil oxidierte Verbindungen wieder regenerieren arght direkt mit ROS reagieren. Das
bedeutet, es wiirde gentigen wenn ein Bestandtsgglireislaufs nicht funktioniert, um

den Ablauf zu storen.

Um in den folgenden Untersuchungen das Verhaltem den Nitroxiden DHME und

TEMPOL besser einschatzen zu koénnen, soliten Habgor von unterschiedlichen
Spendern miteinander verglichen werden. Aus deallpastattfindenden Untersuchungen
aus Kapitel 4 war bekannt, dass die antioxidatiapdgitat individuellen Schwankungen

unterliegt, jedoch unabhangig vom Alter des Spenétr Sehr informativ ware noch, wie
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sich die Penetration der Nitroxyl-Radikale bei Hmaben unterschiedlicher Spender
verhalt. Um eine gro3tmaogliche Vergleichbarkeitgawahrleisten wurde darauf geachtet
immer weibliche Bauchhaut vom Hauttyp Il zu venden. Mikroskopische
Untersuchungen (s. Kapitel 3) an Hautproben haleerigt, dass die Dicke der Epidermis
in der Bauchregion bei durchschnittlich 50 um ued der Hornschicht bei 20 um liegt,
wobei die Spanne sehr klein war. Vor allem die eBgannweite beim Stratum corneum
ist fur das Eindringen in die Haut von Bedeutunga dliese Barriere den
geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der Ditfnsilarstellt.

DHME

Die Schwankungen in der Konzentration des NitroXBd$ME innerhalb eines Spenders
waren sehr gering. Betrachtet man jedoch die Intgsprofile der Spender untereinander,
zeigten sich groRere Unterschiede (s. Abbildungaj.4Auf diese Weise lie3en sich die
Ergebnisse aus Abschnitt 4.6.1 und 4..2 bestéatighe, ein ahnliches Bild vom

Reduktionsvermogen der Haut wiedergaben.
TEMPOL

Das Radikal TEMPOL zeigte ein vergleichbares BddAbbildung 6.4 b). Innerhalb einer

Spenderhaut liegen die Peak-Maxima eng beieinanger zwischen den Spendern

schwanken die Werte etwas. Dabei war zu beobactitess, in Hautproben, in denen hohe
Konzentrationen von TEMPOL zu detektieren warengchathohe Konzentrationen an

DHME zu finden waren.

Da sich die Bedingungen fir die Penetration deroXile zwischen den Hautproben,
bezlglich Hautdicke und Region &hnelten, lassen Eigebnisse vermuten, dass die
Unterschiede der Konzentrationen zwischen den Sgbadten hauptsachlich durch
unterschiedlich stark agierenden antioxidative &yst der Haut verursacht wurde.
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Abbildung 6.4: Signalintensitat des mittleren Signés des 3-Linien-Spektrums von (a)
DHME bzw. (b) TEMPOL beladenen Hautproben unterschiedlicher Spender a bis f;
n=1-2, (Bauchhaut,?, Geburtsjahr, a: 1967, b: 1972, c: 1971, d: 196&; 1967, f: 1954)

6.5.2 Verteilung der Nitroxide DHME und TEMPOL in
Humanhaut

Mit der ESR-Tomografie war es moglich, die Verteduder einzelnen Nitroxide in der

Haut zu verfolgen und zu quantifizieren. Zahlreidetersuchungen mit den Nitroxyl-
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Radikalen CAT-1 und TEMPO wurden dazu wdachkirchgemacht, die zeigten, dass die
Polaritat und Groél3e der verwendeten Substanzertdaggebend fur die Verteilung und
Anreicherung in den unterschiedlichen Hautschicam. Gleichzeitig wurde auch ein
Polaritatsprofil der oberen Hautschichten, dur@hAliswertung der Hyperfeinaufspaltung,
angefertigt (57, 54). Allerdings lassen sich diBs¢en nur bedingt fir diese Arbeit nutzen,
da die Hautproben durch tauchen in eine Nitroxidtliig beladen wurden und nicht wie in
vorliegender Arbeit durch topische Applikation. Bardas Tauchen dringt die Spinsonde
hauptsachlich durch die Unterseite der Haut eingatd dabei bedingt durch Quellung der
Haut andere Wege als durch die aul3ere Applikation.

Wie schon erwéahnt, stellte sich nach drei Stundemigkdauer ein steady state Zustand
ein. Offensichtlich wurden Nitroxide bei der Passaturch die Zellschichten solange
durch hauteigene antioxidative Systeme reduziestsie sich in Bereichen sammelten, an
denen sie vor weiterer Reduktion geschitzt wargsddHypothese wird dadurch gestutzt,
dass eine weitere Erhohung der Einwirkzeit keinennenswerten Einfluss mehr hatte,

weder auf das Verteilungsprofil noch auf die Korieation.

® TEMPOL © DHME

450 -
400 ° o
350 -
300 - ° °
250 -
200 - o
150 -
100 -
50 -

|/| (Standard max) *100

Hauttiefe (mm)

Abbildung 6.5: Verteilung der auf den Standard normierten Signalintensitaten des
mittleren Signals des 3-Linien-Spektrums, im Verhatinis zur Hauttiefe, (Bauchhaut, @,
Geburtsjahr: 1967-1982)
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Durch Einbeziehung der Ergebnisse aus den mikrestiogn Untersuchungen und der
Verteilungsprofile der ESR-Tomogramme konnte jedockine Aufenthalts-
wahrscheinlichkeit fir die Radikale in den einzelnelautschichtenermittelt werden
(s. Abbildung 6.5).

In Verbindung mit den Dickenbestimmungen aus dekraskopischen Untersuchungen,
sammelt sich TEMPOL bevorzugt in den tieferen Bdren der Epidermis und DHME in
oberen Bereichen der Dermis. Durch die papilleg@rStruktur der Epidermis, ragen
Teile der epidermalen Papillen bis weit in die Dsrimnein (bis zu 200 um, Daten nicht
gezeigt). Damit ist eine Uberschneidung beider Btzhithten nicht zu vermeiden.
AulRerdem besteht die Oberflachenbestimmung miteHiér Kohlemessung in der ESR
aus gemittelten Werten, da die Hautoberflache keb@ne Flache darstellt.
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Abbildung 6.6: Intensitatsprofil von TEMPOL (gestrichelte Linie) bzw. DHME
(durchgezogene Linie) Uber die Hauttiefe und entsprchende polaritdtsabhangige
Hyperfeinaufspaltung; n = 2, (Bauchhaut,?, Geburtsjahr 1952)
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Zusatzlich zur Verteilung der Nitroxide in der Hawtar es moglich, die Polaritat des
umgebenden Gewebes der Radikale abzuschéatzen. Watms die Hyperfeinaufspaltung
des 3-Linien Spektrums Uber die Hauttiefe betrach@ffensichtlich hielt sich das

hydrophilere TEMPOL in einer polareren Umgebung, @édr Methylester (DHME), auf.

Zu erkennen an der groR3eren Hyperfeinaufspaltunghfsildung 6.6).

Beide Radikale halten sich zwar eindeutig in gleithHautschichten auf, sind aber auf
molekularer Ebene offensichtlich in unterschieddichBereichen zu finden. Mdgliche

Bereiche unterschiedlicher Polaritat waren z. B.Bembalb und innerhalb der

Lipiddoppelschichten (auf3erhalb, TEMPOL; innerh&BIME) und in den Zellen, also im

Zytosol (TEMPOL).

6.5.3 Quantifizierung der Nitroxyl-Radikale in der Haut

Um eine Aussage Uber die Stoffmenge der Nitroxidegeben, die in der Haut verteilt
sind, muss zunachst der Standard DPPH quantifiziertlen. Daftr wurde die Methode
von Hochkirch et al. (70) verwendet. Danach enthielt der DPPH-Kristlif dem
Quarztrager ein Gesamtgewicht an freiem Radikal 0o pg. Mit der bekannten
Spinkonzentration an DPPH wurden anhand der Sigealitaten der Nitroxyl-Radikale
deren Stoffmasse ermittelt. Bei TEMPOL ergabenBleschnungen Stoffmengen von 25
bis 56 nmol, bei DHME 30 bis 56 nmol, die in demmessenen Proben, als freies Radikal

vorlagen.

6.5.4 Einfluss des DPPH Standards auf die Auswertgnder
ESR-Tomogramme

Der Referenzstandard Diphenylpicrylhydrazyl fungisum einen als aul3ere Begrenzung
um nachtraglich die Ausmal3e der Probe zu bestin{dfapitel 3.3.3) und zum anderen

diente er zur Quantifizierung der Spinsonde in ¢pbe (s. Kapitel 3.3.4). Die
Konzentration des DPPH-Dot sollte so gewahlt werdiss die Anzahl der Spins der
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Probe und des Standards auf einem &ahnlichen Niliegan. Ublicherweise wird die
Spinsonden-Konzentration erhdht oder erniedrigt, em vergleichbares Niveau zu
erhalten Dabei handelt es sich aber meistens umngés die in ihrer Konzentration leicht
zu modifizieren sind. In diesem Fall ist die MerageNitroxid die in die Haut inkorporiert
wurde sehr gering, da Nitroxide in Haut den redugti Systemen ausgesetzt waren und
weil durch die Barriere-Eigenschaften der Horndahicwr sehr langsam Sonde
nachdiffundierte. Aul3erdem war die Signalintensitléirch den hohen Dampfungswert den

eine Hautprobe besitzt, deutlich verringert.

(@) (b)

[m1])

Abbildung 6.7: TEMPOL behandelte Haut (3h) mit (a) groBem DPPH-Dot (b)
angepasstem DPPH-Dot; 1-Linien-Signal: DPPH, 3-Limn-Signal: TEMPOL

Die Auswertung eines solchen Spektrums ware fedlatbet und ungenau. Deutlich wird
diese Problematik in Abbildung 6.7, auf der zwei RESomogramme mit zwei
unterschiedlich groRen DPPH-Dots dargestellt sind.

Obwohl sich in beiden Hautproben eine ahnliche kotation an Nitroxyl-Radikal
befand, war die Signalintensitat der Spinsonde.ra kaum vom Hintergrundrauschen zu
unterscheiden. In 6.7b ist ein deutlich kleinerétFAP-Peak zu erkennen, der damit eine
Auswertung sowohl der Menge an Nitroxid als auch Werteilungsprofils des Nitroxids
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in der Haut ermdglichte. Der DPPH-Dot in Abbildudga ist damit zwar flir Hautproben
adaquat die in eine Nitroxid-Losung getaucht wurd@eutlich hohere Konzentration an
Spinsonde in der Hautprobe) aber nicht fur diesdpiapplizierten Nitroxid-Radikale, wie
in dieser Arbeit.

6.6 Zusammenfassung

In diesem Abschnitt wurde das Verhalten von NitteRgdikalen in exzidierter
Humanhaut nach topischer Applikation untersucht.ziDavurden zunéchst einige
Parameter festgelegt, die zu einer geeignete Agidiksart, -form und -dauer fihrten. In
diesem Zusammenhang stellte sich schnell herass, maht alle ursprtinglich geplanten
Nitroxyl-Radikale geeignet waren. Doxylpalmitins@urTEMPOL-Benzoat und CAT-1
zeigten mit der gewdahlten Formulierung sehr niedlbgs gar keine Signale in den ESR-
Messungen, wobei nicht ganz geklart werden konbtdie Konzentration in der Haut zu
gering war, oder die Molekuleigenschaften fur degirgge Signalintensitat verantwortlich
waren. Weiterfihrende Untersuchungen zeigten, di@asBenetration von DPS und CAT-1
in die Haut hauptsachlich durch die Hornschichthiredert wurde. Zusétzlich wurde bei
DPS die Signalintensitat auf Kosten der Verbreitgrdes 3-Linien-Spektrums erniedrigt.
Dies war die Folge der verminderten Mobilitdt voRE®) verursacht durch das grol3e und
sperrige Molekul.

Nur DHME und TEMPOL erfillten die Voraussetzungeir fdie anschlie3enden
Bestrahlungsexperimente. Sie zeigten beide eineiahend hohe Signalintensitat in der
Haut, um auch nach weiterer UV-Bestrahlung einernffiserung zu ermdglichen. Mit
der verwendeten Mikroemulsion konnten beide NittdXgdikale gleichermal3en in die
Haut befordert werden und erreichten nach 180 Mimulire Hochstkonzentration. Auch
durch eine langere Einwirkdauer lie3 sich die Kamzgion nicht nennenswert steigern.
Offensichtlich wurden die Nitroxide wahrend der $&ge durch die Haut solange durch
antioxidative Systeme reduziert bis sie sich inegdren sammeln, an denen sie vor
weiterer Reduktion geschitzt waren oder die verarttiwshen Antioxidantien verbraucht
waren. Auch ein niedriger Diffusionsdruck durch digmkende Konzentration in der

Mikroemulsion kdnnte ein Grund gewesen sein. Aufgriron weiteren Untersuchungen
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zeigte sich, dass eine weitere Erhdohung der Eimwitkund Ausgangskonzentration,
keinen nennenswerten Einfluss mehr hatte, wededasifVerteilungsprofil noch auf die
Signalintensitat. Deshalb wurde davon ausgegardgess sich die Nitroxide in Regionen
anreicherten, in denen sie vor weiterer Reduktieschitzt waren. Die Stabilitat der
Nitroxide Uber eine Zeitspanne von 30 Minuten kégdtaliese Vermutung (Daten nicht

gezeigt).

Anhand der ESR-tomografischen Darstellung konnteiir fbeide Nitroxide
Verteilungsprofile erstellt werden. Dabei konntedr fTEMPOL eine verstarkte
Aufenthaltswahrscheinlichkeit in den mittleren wmteren Bereichen der Epidermis, und

fur DHME in der oberen Dermis ausgemacht werden.

Durch Auswertung der polaritatsabhdngigen Hypeafgispaltung konnten zusatzlich
Informationen Uber die direkte Umgebung der Sonmeder Haut gewonnen werden.
Dabei war festzustellen, dass sich TEMPOL in hyHiepen Bereichen aufhalt als
DHME, was aufgrund der n-Oktanol-Wasser-Verteillagsfizienten der beiden Stoffe
nicht ungewdhnlich ware. Mdgliche Bereiche unteiesglicher Polaritat in der Haut waren
z. B. aul3erhalb und innerhalb der Lipiddoppelsdieiciund in den Zellen also im Zytosol.
Diese Gegebenheit war fur die folgenden Bestralsexigerimente von grofl3em Interesse,

da somit auch eine Aussage uber den EntstehungsoROS getroffen werden konnte.

Ferner konnte durch den Thiolgruppenhemmstoff letianid bestatigt werden, dass
Mercapto-Gruppen bei der Reduktion von Radikalgeribgt waren. Die Nitroxyl-

Radikale erreichten in gehemmter Haut, aufgrundveéeminderten Reduktion durch die
antioxidativen Systeme, eine bis zu vierfach hoh€oazentration in den vermessenen
Hautproben, als in ungehemmter. Dabei war kein tdoteed zwischen den beiden

Nitroxiden zu erkennen.

Weiterhin  konnten, durch Quantifizierung des Redstandards DPPH, die
Gesamtstoffmengen der eingedrungenen und nichtzeatien Spinsonde bestimmt
werden. Auch in diesem Fall verhielten sich beigenSonden ahnlich. Bei TEMPOL
konnten Stoffmengen in Hohe von 25 bis 56 nmol ded DHME 30 bis 56 nmol

nachgewiesen werden.
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Kapitel 7

7. Bestrahlungsexperimente

Im folgenden Kapitel wird das Verhalten, der im Kap 6 ausgewdahlten Nitroxyl-

Radikale in der Haut, nach Bestrahlung mit versdbden Strahlungsquellen naher
betrachtet. Das elektromagnetische Spektrum, welocheiesen Experimenten eingesetzt
wurde, reicht vom sichtbaren Licht bis zur, fir adasnschliche Auge unsichtbaren, UV-
Strahlung. Die Auswirkung von ultravioletter Stnahd auf Humanhaut wurde schon in

Kapitel 2 und 4 erlautert und wird nur noch einkaiz zusammengefasst:

Kurzwellige UVC-Strahlung wird fast vollstandig vaten toten Zellen der Hornschicht
absorbiert, trotzdem kénnen sie aufgrund ihressierenden Charakters ROS generieren,
die sich dann in tiefere Hautschichten fortpflanzend damit trotzdem Schéaden
verursachen. Strahlung aus dem UVB-Bereich gelaigin die lebende Epidermis und
kann dort zur Beeintrachtigung der Funktion der DfdAren. Und zuletzt die langwellige
UVA-Strahlung. Sie dringt noch tiefer in die Hauh eind kann dort vor allem uber
radikalische Mechanismen die Bildung von kanzeregenGewebe beginstigen. Ein
zusatzlicher nicht erwinschter Nebeneffekt dereafigin unter dem Begriff ,aging”
bekannt ist, ist die strahlungsbedingte Struktdnderung von Kollagenen (133) und
anderen Bindegewebsproteinen, so dass deren FonkBeintrachtigt wird und der
Alterungsprozess in der Haut schneller voransdtreiDies macht sich durch eine
verstarkte Faltenbildung und einem Verlust an kEa&t bemerkbar. Hat aber im
Gegensatz zu den davor genannten Auswirkungen défStthhlung eher einen

kosmetischen Stellenwert.
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7.1 Exzidierte Humanhaut als Modellsystem flr Bestthlungs-

versuche

Wie schon im Kapitel 6, wurde auch bei den Bestnagexperimenten exzidierte
Humanhaut als Modellsystem verwendet. Humanhautaigt den ersten Blick nicht
unbedingt als Modellsystem zu bevorzugen, da esngedlurch die verschiedenen
Spender zu individuellen Schwankungen im Bereich Higutdicke, Alter des Spenders,
Hauttyp und Hautbereich kommen kann. Es wurde abdrand von Vorversuchen
festgestellt, dass Parameter wie das Alter einesid&s keinen signifikanten Unterschied
in Bezug auf die antioxidative Kapazitat (Kapit¢lotler das Eindringverhalten (Kapitel 6)
der Spinsonden hatte. Um weiteren Schwankungenulietgen, wurde ausschlie3lich
Bauchhaut von weiblichen Spendern fur die Untersngkn eingesetzt. Die Hautdicke,
speziell die der Epidermis, wurde parallel zu desstBahlungsversuchen anhand von
Gefrierschnitten bestimmt und ist im Methodentéiher beschrieben. Die Epidermis hatte,
unabhangig vom Alter des Spenders, bei allen wntbten Proben einen Wert von
40 — 60 pm. Dabei wurde auch die Dicke der Hormdthhestimmt, die mit einer Spanne
von 7- 10 um ausreichend klein war. Die Beschafgntier obersten Hautschichten ist
insofern wichtig, als dass sie eine gewisse Verblwmrkeit unter den unterschiedlichen
Hautproben gewébhrleistet. Die Eindringtiefe deaBlung korreliert naturlich mit der Art
und dem Ausmald der Schaden in der Haut, und isglbahbleibender Strahlungsstarke
ausschlieR3lich von der Dicke des Stratum corneumardig

7.2 Die Nitroxide TEMPOL und DHME

Die beiden Nitroxide TEMPOL und Doxylhexansaurergktsiter haben sich bei allen
zuvor  durchgefiihrten  Untersuchungen als geeignetr fidlie folgenden
Bestrahlungsexperimente herausgestellt. Beidee®gje eine Erh6hung der antioxidative
Kapazitat im Rahmen des neu entwickelten Modeksyst (sieche Kapitel 4.4). Zudem
zeigten sie eine sehr gute Aufnahme in die Hauh napischer Applikation, was anhand
der ESR-Tomografie gezeigt werden konnte. Die $miden zeigten aul3erdem Uber einen
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endlichen Zeitraum nach Entfernung der Formulierenge annahernd gleichbleibende
Konzentration in der Haut. Dieser Umstand st flrie d folgenden
Bestrahlungsuntersuchungen von enormer Bedeutusmglied Konzentration an intakter
Sonde Uber den Bestrahlungszeitraum stabil blesbéte, um eine eindeutige Aussage zu
treffen.

AulRerdem sollte sich zeigen ob das unterschiedN&réeilungsprofil beider Nitroxide in
der Haut, auch zu verschieden Effekten bei derrBletsing flihrt

7.3 Ergebnisse der Bestrahlungsexperimente von Ndaxid-

beladener Haut mit unterschiedlichen Strahlungsquéén

7.3.1 Bestrahlungen mit einem Sonnensimulator

Um das natirliche Spektrum der Sonne zu imitieveurden die Hautproben mit einem
Sonnensimulator bestrahlt Die Bedingungen fur digsperimente entsprachen den aus
Kapitel 5. 1. In Tabelle 8 sind die verwendetenaBitrtngsdosen des Sonnensimulators
aufgefuhrt und zum Vergleich die Energiemenge edheistiindigen Sonneneinstrahlung
in unseren Breitengraden. Dabei fallt auf, dass Slimhlungsmenge bei der UVA-
Strahlung dem funf bis sechsfachen und bei der W#Bhlung ungefdhr dem
17000fachen der nattrlich vorkommenden Energiememggprach. Auf den ersten Blick
scheint die UVB-Dosis sehr grof3 zu sein, allerdirggsnzwischen bekannt, dass UVB-
Strahlung nur zu einem geringen Teil an der Bildumgn ROS beteiligt ist.
Hauptverursacher von reaktiven Sauerstoffspeztedigslangerwellige UVA-Strahlung.
Diese fuhrt in Anwesenheit von Sauerstoff Uber aegfe Zwischenstufen zu radikalischen
Sauerstoffverbindungen, wie beispielsweise dem @umianionradikal (134). Den Effekt,
den diese Strahlung auf zellularer Ebene besiamhnkmit der hier verwendeten ESR-
Technologie zwar nicht dargestellt werden, esbst aon den Versuchsreihen aus Kapitel
5 bekannt, dass diese sehr hohen UVB-Werte einesinvean Schaden an den Hautzellen

verursachen.
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Tabelle 7.1: Strahlungsdosen der unterschiedlichenWellenlangenbereiche, als Vergleich die
Strahlungsdosis eines dreistiindigen Aufenthalts ider Mittagssonne (118)

UVA uvB Gesamtdosis
gggﬂfu”;égz'tztﬁsrltat 11,6 mWicm? | 630 pWicmez | 12,23 mWicr?
10 Minuten 6,96 J/cm? 0,378 J/cm? 7,34 J/lcm?

20 Minuten 13,92 J/cm? 0,756 J/cm? 14,68 J/icm?
30 Minuten 20,88 J/cm? 1,134 J/cm? 21,02 J/cm?
Natiirliche Sonne (180 min)| 25,9 J/cm? 0,0004 J/cm? 25,9 J/cmz

Das Bestrahlungsschema wurde anfangs wie in TaBellelargestellt beibehalten, doch
zeigte sich nach ersten Experimenten ein zunactesivarteter Effekt. Die Konzentration

der Nitroxyl-Radikale schien bei den bestrahltemutgeoben gleich zu bleiben oder sogar
zu steigen.

Reprasentativ fur mehrere Experimente ist in Ahbilgl 7.1 das Konzentrationsprofil von
zwei, mit DHME beladenen Hautstanzen, dargestetimzufolge zeigte die Bestrahlung
keinen nennenswerten Effekt auf die Konzentratiess Hadikals in der Haut.

Ursache dieses paradoxen Verhaltens, war ein bisiedt beachteter Effekt. Die
Bedingungen im Sonnensimulator waren dafir veraribafo, dass die Bestrahlung keine
Reaktion zeigte. Das Geblase, was zur Kihlung @ende vorgesehen war, verursachte
eine massive Verdunstungsreaktion auf der Hautpihs Nahrmedium wurde durch die
Verdunstung in Epidermis-Richtung gefuhrt und beéite offensichtlich Nitroxyl-
Radikale, die in tieferen Hautschichten waren, natlen. Damit wurden reduzierte

Nitroxide standig von tieferliegenden, nachstronemdarsetzt.
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Abbildung 7.1: Intensitatsprofile Uber die Hauttiefe, normiert auf den Standard DPPH
(jeweils rechter Peak), die durchgezogene Linie zgi die unbestrahlte, die gestrichelte
Linie die bestrahlte Hautprobe, Bestrahlungsquelle: Sonnensimulator, (Bauch, @,

Geburtsjahr 1977), Median von n = 3 Einzelmessungen

Durch das Entfernen von unterem Hautgewebe, bedingth die notwendige Préparation
der Hautproben vor dem Vermessen im Resonatordiestes Phanomen nicht im
Tomogramm zu sehen. Wenn eine Vermessung der wuam@édpn Probe moglich ware,
ware ein eventuelles Absinken des Spinsondensigmalsnteren Bereich der Hautprobe
zu beobachten.

Um diese Hypothese zu bestédtigen, wurden einigeefldmthungen mit verandertem
Versuchsaufbau durchgefiihrt. Dabei wurden Hautproabgedeckt in den Sonnen-
simulator gestellt. Der Luftstrom des Geblasestesgtdoch ungehindert an die Probe
gelangen. In Abbildung 7.2 dargestelltes Konzeianaprofil bestatigt die Annahme, dass
Nitroxide aus tieferen Schichten durch den Verdumgseffekt an die Oberflache
diffundieren.

Um die Einflussnahme durch diesen Effekt zu begsitioder zumindest zu minimieren,

wurde die Luftzirkulation so weit wie moglich umedProbe geleitet. Durch Verwendung
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eines Kuhlblocks unter der Hautstanze konnte eiberhltzung der Probe vermieden
werden.

==== Abgedeckt, DHME
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Abbildung 7.2: Intensitatsprofile Uber die Hauttiefe, gestrichelt das Profil einer
Hautprobe die sich Uber einen Zeitraum von zehn Mimten in dem Sonnensimulator
befand und dabei aber lichtdicht abgedeckt war. DasLiftungsgeblase konnte
ungehindert an die Hautprobe, Bestrahlungsquelle: 8nnensimulator, (Bauch, @,
Geburtsjahr 1977), Median von n = 2 Einzelmessungen

Die Signalintensitat der Nitroxide in der Haut, lsaach der Bestrahlung zum Teil bis zum
volligen Verschwinden des Signals. Dabei konntemlevebei kurzen noch bei langeren
Bestrahlungszeiten (10, 20 und 30 Minuten) eineeki@ Korrelation zwischen

Eindringtiefe der Strahlung und Reduktion der NifleRadikale festgestellt werden. Bei
allen Proben, war ein gleichmafRliges Sinken Ubergdeamte Hauttiefe zu beobachten.
Was wiederum fir intensive Verteilungsprozesse wesddhrund nach der Bestrahlung
sprach (Abbildung 7.3).

130



500 -

— DHME,
i unbestrahlt
. 400 1 - — = DHME, 10 min
*3 - bestrahlt
T 304 [ \  eme-- DHME, 20 min
3 | bestrahlt
i 200 - — -+ DHME, 30 min
= bestrahlt
100 -
O T T T T T T T B I- - -I- -
-0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
(a) Hauttiefe (mm)
500 -
| —— TEMPOL,
unbestrahlt
400 -
o - = =TEMPOL, 10
S J min
*A
E 3004~ eeea- TEMPOL, 20
: | min
< 200 - —_— TE'MPOL, 30
min
100 -
O T T T T T T i T 1
-0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

Hauttiefe (mm)

(b)

Abbildung 7.3: Intensitatsprofil von DHME (a) - bzw. TEMPOL (b) -behandelter Haut
nach 0, 10, 20 und 30 Minuten Bestrahlung mit dem &nensimulator, (Bauchhaut, @,

Geburtsjahr 1989),Median von n = 2 Einzelmessungen
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Beide Nitroxide zeigten eine ahnlich starke Empgfoitkeit gegentber dem
Sonnensimulator, wobei DHME etwas starker reduzentde (Abbildung 7.4). Es wurde
auf die Darstellung von Intensitdten der 30 Mintiéerte verzichtet, da es bei diesen
Proben nicht mehr moglich war zwischen der Sigbahsitat der Nitroxide und dem

Untergrundrauschen zu differenzieren.
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Abbildung 7.4: Intensitatsanderung von unbestrahlte und mit dem Sonnensimulator
bestrahlter Haut, (Bauchhaut, ¢, sechs unterschiedliche Spender, Geburtsjahr 1958is

1989), arithmetischer Mittelwert und Standardabweidiung von n = 9-12 Einzelwerten.

Obwohl sich TEMPOL tendenziell ndher an der Hautfbbehe befand und damit mehr
von der Strahlung abbekommen misste, ist der Eekfar geringer als beim tiefer
liegenden DHME. Dies lasst die Vermutung zu, dassReduktion der Nitroxyl-Radikale

zum Grol3teil keine direkte Folge der Bestrahlung is

Viel wahrscheinlicher ist die Bildung von reaktivEauerstoffspezies, die wiederum mit
TEMPOL und DHME zu den ESR-stummen, korrespondgkan Hydroxylaminen
reagieren. Durch Diffusion gelangen dann nicht rezite Nitroxide in obere
Hautschichten. Zwischen Bestrahlung, Praparatioth YVarmessung der Hautstanze im
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Resonator vergehen nur wenige Minuten, weshalle dfesteilungsprozesse in kurzer Zeit

erfolgen.

Die scheinbar nicht abnehmende Konzentration deoide in den oberen Hautschichten
kénnte noch eine andere Ursache haben. Reduzigreexyd-Radikale lagen in den oberen

Hautschichten vermehrt als Hydroxylamin vor (57)ied® waren in der Lage mit

entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies zu reagiend wieder zum urspringlich

eingesetzten Radikal oxidiert zu werden. Welchebdéden Mechanismen nun tatsachlich
vorlag, konnte nicht geklart werden, vermutlich arabeide an dem Prozess beteiligt.

Die unterschiedlich starke Reduktion der beidem&mden kdnnte Rickschlisse auf den
Entstehungsort von radikalischen Sauerstoffspdiigen. In Kapitel 6 wurde anhand der
Hyperfeinaufspaltung vermutet, dass TEMPOL sicthydrophilerer Umgebung aufhéalt
als DHME. Eine mdgliche Ursache fur die verstadReduktion von DHME kdnnte eine
vermehrte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezidgpohileren Bereichen sein. Innerhalb
der Lipiddoppelschicht von Membranbestandteilenritén ungesattigte Fettsauren durch
radikalische Intermediate zu Lipidhydroperoxideagieren. Diese kénnten entweder mit
hauteigenen antioxidativen Systemen oder mit eiNgnoxyl-Radikal reagieren.

7.3.2 Bestrahlung mit einem UVC-Strahler

Fur die UVC-Bestrahlung wurde eine Lampe aus eifeRROM-Loscher, mit der
Emmisionswellenlange von 254 nm und Leistung vonnd®/cm?, verwendet. In der
Computertechnik werden solche Lampen eingesetzDatanspeicherzellen (EPROM) zu
[6schen. Die ultraviolette Strahlung verursacht edabeine lonisierung des
Halbleitermaterials, dazu ist allerdings nur kurltige Strahlung geeignet.

Im Gegensatz zum vorherigen Abschnitt, kam es beiBkstrahlung der Hautproben zu

keiner Erwarmung oder unerwiinschten Verdunstungiseffi, wie beim Sonnensimulator.

Es wurde anfangs das gleiche Bestrahlungsmustemvwapitel 5.1 verwendet. Bei der
Bestrahlungsdauer von zwei Minuten (2,64 J/cm?)gteei sich hingegen keine
nennenswerten Effekte im Vergleich zur unbestrartaut. Eine finfminttige (6,6 J/cm?)
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Bestrahlung erbrachte sehr stark schwankende Esgehmuch innerhalb einer Probe. Nur
nach zehnminutiger (12,3 J/cm?) Strahlungsdauentemreproduzierbare Resultate erzielt
werden, weshalb nur noch diese Zeit beibehaltenlevur

Obwohl, wie schon mehrfach erwahnt, UVC-Strahluagngeht vermag in den lebenden
Bereich der Haut zu gelangen, zeigte sich auchédirer strahlungsbedingte Erniedrigung
der Nitroxid-Konzentration Uber die gesamte vermpesesProbe. Im Gegensatz zu den
vorherigen Experimenten (s. Kapitel 7.3) war beigstBahlen der Hautproben mit UVC-
Licht, eine Korrelation zwischen der eindringend8trahlung und dem Abbau der
Nitroxide in den oberen Hautschichten zu erkenngulB3erdem war praktisch kein
Unterschied mehr zwischen der Reduktion von TEMR®H DHME festzustellen. In
Abbildung 7.5 sind die Ergebnisse der Bestrahluxgsemente mit dem UVC-Strahler
zusammengefasst. Dabei wurden die Maxima der Sigeabitdten der mittleren Linie
aufgezeichnet.

400 -
O DHME
[ T OTEMPOL
300 -
o \ J
o
- 4
*,—.
3 200 - [
< I
100 - 1 \
0 } !
0 min 10 min
Bestrahlungszeit (min)
Abbildung 7.5: : Intensitatsanderung von unbestrahter und mit dem UVC-Strahler

bestrahlter Haut, (Bauchhaut, @, sechs unterschiedliche Spender Geburtsjahr 1959id
1989), Median von n = 7-9 oder arithmetischer Mittewert und Standardabweichung
von n = 10-14 Einzelwerten.
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Die deutliche Abnahme der Konzentration der NitleRgdikale, in den bestrahlten
Hautproben lasst mehrere Erklarungen zu. 1) Diedaifoberen Hautschichten begrenzt
auftreffende Strahlung wird von dort vorhandenetrdXiden absorbiert und werden zu
den korrespondierenden Hydroxylaminen abgebaukudawellige Strahlung schon nach
geringer Eindringtiefe stark gestreut und geschéafd ist dieser Effekt auf das Stratum
corneum begrenzt. 2) Wasser das in den oberstets¢hachten eingelagert ist, kann durch
energiereiche Strahlung homolytisch gespalten werdeas zu kurzlebigen, &uferst
reaktiven radikalischen Verbindungen fiihrt. Diesedsrum kénnen eine Kettenreaktion
auslésen und in tiefere Regionen vordringen. Dadhnen sie durch hauteigene
antioxidative Mechanismen, einer Schadigung deleAedder durch vorhandene Nitroxide
gestoppt werden. Und 3) besteht die Moéglichkeissdeeflektierte Strahlung durch die
Seiten der Haut eindringt (57), die bedingt durcks dAusstanzen keine schitzende
Hornschicht hat. Dort kann die Strahlung direktdas wasserreiche Gewebe vordringen
und wie in Punkt 2) die Ausbreitung reaktiver Satafspezies vorantreiben. Letzeres
kann durch den Versuchsaufbau und die Art der Padipa minimiert werden. Die
Hautstanze hat, wenn sie bestrahlt wird einen Duedser von 20 mm. Vor der Messung
im Resonator wird ein 4,5 mm grol3es Stlick aus dee Mer bestrahlten Probe gewonnen,
das dann vermessen wird. Als wahrscheinlichste dbesaietet sich Punkt 2) an, hier
soliten im oberen Bereich der Haut die Nitroxide stidrksten abgebaut werden, da sich
die radikalischen Verbindungen erst von oben nadthruverteilen missen. Anders als bei
der UVA-Strahlung, die ROS sowohl in oberen alshainctieferen Schichten generieren

kann.

Abbildung 7.6 a-d bestatigen die Annahme aus Plipkind 2). Es ist eine Abnahme der
Nitroxid-Konzentration im oberen Bereich der belslien Haut festzustellen. Im unteren
Bereich der Haut sank die Konzentration zwar aushresultierte aber zum einen durch
die Umverteilung der Nitroxyl-Radikale in Richturtgautoberfliche und zum anderen
durch die Diffusion von ROS in tiefere Hautschicht®er Effekt der Umverteilung war

nicht so deutlich zu erkennen, wie bei der bedtahlHaut aus Kapitel 7.3

(Sonnensimulator). Dort wurden durch die starkeesddnstung (Luftung und Warme),
Nitroxide aus tieferen Hautschichten in Richtunge@che transportiert. Zudem dringen
UVA/B-Strahlen tiefer in die Haut ein, wo sie dadhirekt zur Entstehung von ROS fuhren

koénnen.
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Reaktive Sauerstoffspezies missen dementsprechatdenst von der Hautoberflache in
tiefere Schichten wandern, sondern entstehen libgredamte Eindring-Tiefe der UVA/B-

Strahlung.
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Abbildung 7.6: Intensitatsprofile von TEMPOL a-b bzw. DHME c-d lUber die Hauttiefe
von UVC-bestrahlter (gestrichelte Linie) und unbestahlter (durchgezogene Linie)
Haut, (b und d, Brusthaut, Geburtsjahr 1964; a undc, Bauchhaut, @, Geburtsjahr

1952), n =1
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Eigene Untersuchungen (Daten nicht gezeigt) lassemuten, dass die Reduktion der
Nitroxyl-Radikale nach Bestrahlungsende noch uleerelangeren Zeitraum weiterging.
Hautproben, die nach Bestrahlung im Dunkeln firMi@uten liegengelassen wurden,
zeigten eine geringere Signalintensitat, als glelehmessene Proben. Zudem zeigte sich
nach diesem Vorgehen ein ahnliches platteau-hafeeteNMungsprofil wie bei den
Hautproben, die mit dem Sonnensimulator bestrabliden. Dies deutet sowohl auf eine
Wanderung von ROS in tiefere als auch von Nitroxigeobere Hautschichten.

Die durgefuihrten Experimente konnten kein grundiegenterschiedliches Verhalten der
beiden Nitroxyl-Radikalen gegenuber der UVC-Strabluzeigen. Beide wurden
gleichermal3en von entstehenden ROS oder direkihdiiec energiereiche Strahlung zu
ESR-stummen Verbindungen abgebaut.

7.3.3 Wirkung von UV-Strahlung auf, mit lodacetamid

gehemmter, Humanhaut

Nachfolgend sind Ergebnisse einer anderen Versnohdaung aufgefihrt. Sie sollten den
Einfluss von hauteigenen, mit SH-Reagenzien hemambamntioxidantien zeigen. Daflr
wurden Hautstanzen mit lodacetamid inkubiert, ins&nuss wurden die Hautproben wie
zuvor mit UVC-Strahlung behandelt. Die Ergebnisseser Experimente sind in

Abbildung 7.7 zusammengefasst.

Ein groRBer Teil der antioxidativen Systeme, die flie Reduktion von Nitroxiden
verantwortlich sind, konnte durch SH-ReagenzienB(zlodacetamid) blockiert werden.
Dies konnte schon im vorigen Kapitel demonstrieeraen. Die Nitroxid-Konzentration
der behandelten Hautproben war im Vergleich zurebabhdelten deutlich erhéht. Es war
allerdings nicht bekannt, ob sich die gehemmtenedys auch an der Reduktion von
Radikalen beteiligen. Durch Bestrahlung beider idealien konnte eine Teilnahme dieser

Systeme Uberpruft werden.

Der Konzentrationsabfall der gehemmten Haut waryargleich zur ungehemmten nach
Bestrahlung, deutlich gro3er (Abbildung 7.7). EgerBerechnungen zufolge wurde bei
behandelter Haut bis zu 50 nmol (TEMPOL) bzw. 100hfDHME) mehr Nitroxid
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reduziert (pro Hautstanze), als unbehandelte. Erk&rung fur die gesteigerte Reduktion,
trotz gleichbleibender Strahlungsintensitat, wéarie t)bernahme der antioxidativen
Aufgaben der gehemmten Enzyme, durch die in grdfemge vorliegenden Nitroxyl-

Radikale.

(a) (b)
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T gehemmt 1 gehemmt
o 800 TEMPOL, 10 min, o 800 DHME, 10 min,
S gehemmt S gehemmt
*_ *
: :
% 600 TEMPOL, ;g 600 DHME,
a ungehemmt b3 ungehemmt
= =
400 ) 400 )
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Abbildung 7.7: Intensitatsprofile von TEMPOL a bzw. DHME b lber die Hauttiefe,
(Brusthaut, Geburtsjahr 1964), durchgezogene schwae Linie: mit lodacetamid
behandelte Haut (gehemmt); gestrichelte schwarze hie: mit lodacetamid behandelte
(gehemmt) und bestrahlte (10 min, UVC) Haut; durch@zogene rote Linie: unbestrahlte
und ungehemmte Haut; gestrichelt rote Linie: ungehenmte und bestrahlte (10 min,

UVC) Haut.

Aufgrund der hier gezeigten Daten, konnte bestatigtden, dass UVC-Strahlung zwar
nicht in tiefere Hautschichten vordringen konntedgch entstehende ROS, durch
Verteilungsprozesse in alle Bereiche der Haut wandBie hohe Empfindlichkeit der

eingesetzten Nitroxyl-Radikale gegeniber ROS bgstdts grof3e reduktive Potenzial
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dieser Substanzgruppe. Zudem erhoht die schnelldeieng im Hautgewebe der
verwendeten Nitroxide die Wahrscheinlichkeit mit R@ Kontakt zu kommen und damit
umliegendes Gewebe vor deren schadlichem Einfusdzuschirmen.

7.4 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurden die Ergebnisse der Bektrgisexperimente vorgestellt. Dabei
wurden die Parameter der vorrangegangen Experiméigernommen. Bei den
Untersuchungen kamen zwei Bestrahlungsquellen zimsatz, die alle drei Bereiche des
ultravioletten Spektrums abdeckten.

Als UVA/B-Quelle diente ein Sonnensimulator, wobdieser ein Vielfaches der
natdrlichen Strahlungsintensitat generierte. Bai dermessenen Hautproben konnte keine
direkte Korrelation zwischen Eindringtiefe der $®ttamg und Abbau der Nitroxide
festgestellt werden. Die mit Spinsonden beladenantsianzen zeigten alle nach UV-
Strahlung eine Reduktion der Signalintensitat dimolide Uber die gesamte Probe. Dabei
wurde DHME, obwohl es sich tendenziell in tiefek¢autschichten als TEMPOL aufhielt,
etwas starker reduziert. Damit lasst sich folgeiass die Reduktion der Nitroxyl-Radikale
grol3tenteils nicht durch einfache Absorption shaidf sondern durch das Auftreten von
reaktiven Sauerstoffspezies, die wiederum mit TEMP@d DHME zu den ESR-
stummen, korrespondierenden Hydroxylaminen reagierDie starkere Reduktion von
DHME konnte ein Hinweis auf den Entstehungsort d&”/B-induzierten ROS geben.
Die im vorigen Kapitel gezeigte Hyperfeinaufspa@iumeider Nitroxide, liel3 den Schluss
zu, dass sich DHME in lipophilerer Umgebung befafsdTEMPOL. Durch den starkeren
Abbau von DHME lie3e sich damit auch ein direktes@mmenhang tUber die Entstehung
von ROS in diesen Bereichen folgern. Eine abscéfidB Beurteilung ware aber erst durch

weitere Untersuchungen méglich.

Die gleichmalRige Konzentration der Nitroxide Ubee dermessene Haut, nach der
Bestrahlung, kam sehr wahrscheinlich durch Ventgifiprozesse wahrend des Aufenthalts
im Sonnensimulator. Es stellte sich heraus, dassBedingungen im Sonnensimulator
Verdunstungseffekte verursachten, durch die dieokide aus tieferen Hautschichten in
héhere transportiert wurden. Eine weitere MoglichKér dieses Phanomen, ware die
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Ruck-Oxidation der Hydroxylamine zu den ursprungl@ngesetzten Nitroxyl-Radikalen.
Diese lagen dort vermehrt vor nachdem sie straklandgziert aus den Nitroxiden
reduziert wurden. Durch weitere Bestrahlung konntemtstehende reaktive
Sauerstoffspezies mit ihnen reagieren und wie samvéihnt zum Radikal reoxidiert
werden (57). Es konnte noch nicht geklart werdealciaes der beiden Mechanismen
diesen Effekt hervorbrachte, aber vermutlich sireldé daran beteiligt. Eine andere
Versuchsanordnung kdnnte dabei helfen den genaedalf der stattfindenden Prozesse

zu ergrinden.

Als UVC-Strahler wurde eine Lampe verwendet, diaeeWellenlange von 254 nm
emittierte. Anders als beim Sonnensimulator, waner keine Verdunstungseffekte zu
beobachten. Damit liel3 sich ein genaueres Bild dieestattfindenden Prozesse schaffen.
Obwohl kurzwellige Strahlung es nicht vermag in debenden Bereich der Epidermis
vorzudringen, war eine Reaktion Gber den gesam&messenen Bereich der Haut zu
beobachten. Allerdings wurde in den oberen Schicbeitlich mehr Spinsonde abgebaut.
Dies konnte nur bedeuten, dass UVC-induzierte, treakSauerstoffspezies von der
Oberflache in tiefere Schichten vordrangen und dabe den vorhandenen Nitroxiden,
den antioxidativen Systemen und Bestandteilen daut HMembranlipide, Proteine)
reagierten. Weitere Untersuchungen konnten bestitigass die Verteilungsprozesse,
auch bei UVC-bestrahlter Haut weitergingen. Diessgen jedoch durch den fehlenden
Verdunstungseffekt deutlich langsamer. Ein grureitetpr Unterschied zur
sonnenbestrahlten Haut konnte, in Bezug auf dieuRRexhsrate, jedoch nicht beobachtet
werden. Auch waren beide Nitroxide gleichermal3emfemlich gegenltber der UVC-

Strahlung.

Weiterhin wurde eine starke Beteiligung von Thialgpen-abhéangigen, antioxidativen
Systemen bestatigt, sowohl bei der Reduktion dersBpden als auch bei der Abwehr von
ROS. Eine Hemmung durch SH-Reagenzien zeigte zahd&hen enormen Anstieg an
eingedrungenen nichtreduzierten Nitroxyl-Radikalegegeniiber ungehemmter Haut.
Durch den Einfluss von UVC-Strahlung sank die Shgtansitat jedoch deutlich starker
ab, als bei unbehandelter Haut. Offensichtlich dmttlie Nitroxyl-Radikale, durch das
Wegfallen der hauteigenen Schutzsysteme, deren &legenommen und wurden dadurch

verstarkt reduziert.
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Letztendlich konnte durch die Bestrahlungsexpertamelas grof3e reduktive Potenzial von
TEMPOL und DHME gezeigt werden. Ihre amphiphileugtur machte sie, gekoppelt mit
ihrer geringen molekularen Ausdehnung, zu idealadililfangern. Sie konnten, bedingt
durch ihre Amphiphilie, sowohl in lipophilen wie drpophilen Bereichen operieren. Der
genaue Entstehungsort von ROS konnte zwar nichpdsellt werden, die UVC-

Bestrahlungsexperimente, konnte aber eindeutig &fenderung von reduzierenden
Stoffen von obere in tiefere Hautschichten zeigeme erhohte strahlungsbedingte
Reduktion von DHME und TEMPOL war besonders naahHEMmung der hauteigenen
antioxidativen Systeme zu beobachten. Unter dieBedingungen uUbernahmen die

Nitroxyl-Radikale die antioxidativen Aufgaben deshgmmten Schutzmechanismen.
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Kapitel 8

8. Zusammenfassung, Fazit und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte ein gptaduzierbares Verfahren entwickelt
und etabliert werden, dass es ermoglicht topisgbliaprte Antioxidantien direkt auf
exzidierter Humanhaut, auf ihre antioxidative Kag#zzu testen. Dabei waren die
Nitroxyl-Radikale TEMPOL und DHME, bezuglich ihre®Reduktionsvermégens,

besonders vielversprechend.

Die ESR-Technologie lieferte zudem Einsichten idss Eindringverhalten, wie Stabilitat
und das Verteilungsprofil von unterschiedlichen rddyl-Radikalen in exzidierter
Humanhaut. Diese Ergebnisse dienten als BasisXiwivoBestrahlungsexperimente, mit
unterschiedlichen Strahlungsquellen des ultraviefet Bereichs. Hierbei dienten
ausgewdahlte Nitroxide als Reportermolekiile, um hétragysinduziere reaktive
Sauerstoffspezies indirekt durch ihre Reduktion ES$SR-stummen Verbindungen

nachzuweisen.

Mit diesem hier neu etablierten Verfahren ist e austen Mal gelungen die antioxidative
Kapazitat der Epidermis von exzidierter Humanhaubestimmen und als Aquivalent des
stabilen Radikals Diphenylpicrylhydrazyl darzustell Dabei wurden Hautstanzen
zwischen zwei Diffusionszellen gespannt. Von deridEpnis-Seite wurden die

Hautstanzen von einer genau definierten DPPH-LOsumgpult (Donor-Zelle). Die

Probenentnahme erfolgte zu verschiedenen Zeitpnrgtis der Donor-Zelle. Die HOhe
Reduktionsrate von DPPH zu DPPH-H, wurde als eif? & die antioxidative Kapazitat
gleichgesetzt. Der Ablauf der Reaktion von DPPHadeit Haut konnte zum Teil aufgeklart
werden. Dabei dringt DPPH Uber die Dauer des Ewpamries in die Haut ein, wird

reduziert und DPPH-H diffundiert heraus. Zusatzlkdnnte mit der Bestimmung der
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Eindringtiefe der Wirkungsbereich von DPPH, gestutdurch histologische
Untersuchungen, auf die Epidermis eingeengt werdbardies konnte mit dieser Methode
kein Zusammenhang zwischen Alter des Spenders @md a@ntioxidative Status der
Hautprobe festgestellt werden.

Durch Blockierung von Thiolgruppen mittels SH-Reagen an Hautproben konnte die
Umsetzung von DPPH zu DPPH-H auf ein Minimum veyei werden. Dies belegt eine
direkte oder indirekte Beteiligung von SH-Gruppeitbgen Verbindungen, an dieser
Reaktion.

Eine Erh6hung der antioxidativen Kapazitat von Hohzat liel3 sich durch den Einsatz
von topisch applizierten Nitroxyl-Radikalen und Asginsaurepalmitat erzielen. Dabei
Ubten TEMPOL und das, eigens fur diese Arbeit eskelie Nitroxyl-Radikal,
Doxylhexansauremethylester, einen starkeren E#iekidie Reduktion von DPPH als das
als Standard-Antioxidans eingesetzte Ascorbinsé@lmafat. Die Reaktion Uber einen
Zeitraum von 180 Minuten zeigte daruber hinaus lthée biochemische Stabilitat der
Nitroxyl-Radikale nach Applikation auf die Haut. @weinen waren die Nitroxide so stabil,
dass sie nicht gleich mit den reduktiven SystenmamHhAut reagierten, zum anderen aber
so reaktiv, dass sie das Modellradikal DPPH abfarkgmsnten. Bisher ist zu wenig, Uber
den Zustand von antioxidativen Substanzen nach Hewiringen in die Haut, bekannt.
Viele sogenannte Radikalfanger unterliegen wahegdPassage durch das Hautgewebe
einem oxidoreduktiven Abbau und werden damit widglos (104). Anhand des
entwickelten Verfahrens ist es somit moglich, selc®toffe auf ihre Tauglichkeit als
potenziell topisch angewendete Radikalfanger ziemesso konnten beispielsweise CAT-
1, DPS und TEMPOL-Benzoat, die zweifelsohne einelsoteduktives Potenzial besitzen,
aufgrund ihres mangelnden Penetrationsvermbégens \igitere Untersuchungen
ausgeschlossen werden. Die schlechte Penetragsarditroxyl-Radikale konnte anhand
der parallel stattfindenden ESR-Untersuchungenabigstwerden. Insofern konnte dieses

Verfahren, zusétzlich eine Aussage Uber die Effekti einer Formulierung geben.

Die protektiven Eigenschaften der Nitroxyl-Radikalarden noch auf andere Aspekte der
UV-induzierten Schéaden untersucht. Dabei konnten mit der Sonnenbrandzellen-
Methode verwertbare und reproduzierbare Ergebnissselt werden. Anhand der

Reduktion von UV-induzierten Sonnenbrandzellen kertie antioxidative Aktivitat aller

143



eingesetzten Substanzen bestatigt werden. Sonmeizietden entstehen Uberwiegend
durch irreparable Schadigung des Erbmaterials dutiokkte Absorption von UVB-
Strahlung an Bestandteilen der DNS und weniger lduadikalische Mechanismen,
weshalb die Schutzwirkung durch die eingesetztetrokide zunachst unklar war.
Offensichtlich sind bei der Entstehung von Sonnantizellen mehr radikalische Prozesse
beteiligt als angenommen. Dies wurde auch durchr8&asingsexperimente mit UVC-
Strahlen deutlich, die nicht in tiefere Bereiche Beidermis eindringen, dem Bildungsort
von Sonnenbrandzellen. Hier waren sicherlich ROSe&nEntstehung von apoptotischen
Keratinozyten beteilig und diese wiederum konnteurcd Nitroxyl-Radikale oder
Ascorbinsdurepalmitat gleichermal3en abgefangen emer¥orstellbar wére auch eine
Absorption der Strahlung durch die Radikalfanges, alle Absorptionsmaxima zwischen
450 und 200 nm haben, und damit analog zum Schetmmnésmus des Melanins wirken
wurden. In jedem Fall sind weitere Untersuchungetwandig, um den Mechanismus

dieser Schutzwirkung zu ergrinden.

Der Nachweis von Lipidperoxidationsprodukteeix vivobestrahlter Haut konnte nach der
verwendeten Methode nicht erbracht werden. Die Katration an Malondialdehyd und
anderen Endprodukten der Lipidperoxidation (thibarsaurereaktiven Substanzen)

reichte nicht aus um eine Quantifizierung durchhugia.

Mit der ESR-Tomografie konnten Informationen Ubers dverhalten der verwendeten
Nitroxide in exzidierter Humanhaut gewonnen und@ilandlage fur Untersuchungen mit
den Diffusionszellen und den nachfolgenden Besirgjdexperimenten genutzt werden.
Hierbei konnte die mangelnde Aktivitat der SpinsemdCAT-1, DPS und TEMPOL-
Benzoat, anhand der ungenligenden Penetration dieseten in Haut, erklart werden.
Hautproben die mit diesen Nitroxiden behandelt wuardzeigten sehr geringe
Signalintensitaten bei den ESR-Messungen. Wobaioks ganz auszuschliel3en war, dass
die geringe Signalintensitat auch an den Molekélesghaften und der damit verbundenen
schlechteren Detektion lag. Aufgrund der sperriddolekilform von DPS war davon
auszugehen, dass die damit gekoppelte vermindedbilitt das 3-Linien-Spektrum
verbreitert und damit die Signalintensitat sank.ité/e Untersuchungen mit Hautproben,
bei denen das Stratum corneum entfernt wurde,eregjterdings, dass das Eindringen von
DPS und CAT-1 in Haut, hauptséchlich durch die IBohicht verhindert wurde.
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Nur DHME und TEMPOL zeigten eine ausreichend hoigm&intensitat in der Haut, um
eine nachtragliche Quantifizierung zu ermdglichend uerfullten damit auch die
Voraussetzungen fur nachfolgende BestrahlungsveesudulRerdem konnte eine Art
Sattigung beobachtet werden. Hautproben erreichéaim 180 Minuten Einwirkzeit mit
der Nitroxid-beladenen Mikroemulsion eine Hochsté@mtration. Eine weitere Erhéhung
der Einwirkdauer brachte keine nennenswerte In#ssieigerung der ESR-Signale.
Augenscheinlich wurden die Nitroxide wahrend desdage durch die Haut solange durch
antioxidative Systeme reduziert bis sie sich inegdren sammelten an denen sie vor
weiterer Reduktion geschuitzt oder die verantwdrdic reduktiven Systeme verbraucht
waren. Ein weiterer Grund kdnnte ein verringerteffudionsdruck, durch die sinkende
Konzentration in der Mikroemulsion, gewesen seireitédf Untersuchungen, mit hoherer
Ausgangskonzentration der Nitroxide in der Mikrodsian, kbnnten Gewissheit bringen,
welcher Sachverhalt zutrifft.

Anhand der rdumlich aufgelosten ESR-Spektren konherteilungsprofile von DHME
und TEMPOL erstellt werden. Doxylhexansauremethglekielt sich dabei Uberwiegend
in der oberen Dermis und TEMPOL in der unterenrbigleren Bereich der Epidermis.
Dies deckt sich mit den Untersuchungen Jdachkirch wonach der untere Teil der
Epidermis die polarste Region darstellt. Folgliemsnelt sich das hydrophilere TEMPOL
in dieser Hautschicht. Hierbei konnte das Vertgjkmuster der beiden Sonden Aufschluss
Uber andere Stoffe (z. B. Arzneistoffe) geben, de&eh aufgrund &hnlicher
physikochemischer Eigenschaften analog verhaltennte®. Weiterhin konnte die
Reduktion der verwendeten Nitroxyl-Radikale sehfeldfv durch das SH-Reagenz
lodacetamid verringert werden. Damit wurden bisvimmfach hohere Konzentrationen an
Nitroxiden in gehemmter Haut erreicht. Dabei wannk&nterschied zwischen der
Reduktion von TEMPOL und DHME zu erkennen, demzydolvurden vermutlich beide
von den gleichen antioxidativen Systemen abgebaut.

Sehr  Aufschlussreich waren die  Auswertungen der arpiatsabhangigen
Hyperfeinaufspaltung, die zusatzliche Informationéper die direkte Umgebung der
Sonden in der Haut geben konnten. Dabei konntgdestllit werden, dass sich TEMPOL
in hydrophileren Bereichen aufhalt, hingegen DHMEhsin lipophilerer Umgebung
aufhielt. Das war (n-Oktanol-Wasser-Verteilungskiagfnten) zwar zu erwarten, wurde
aber mit TEMPOL und DHME, innerhalb von Humanhawatch nicht dokumentiert.
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Mdgliche Bereiche unterschiedlicher Polaritat inr déelaut waren z. B. die

Lipiddoppelschichten in Membranen als relativ uapeh Bereich und das Zytosol
innerhalb einer Zelle als sehr polare Region. Aufteliiiber den genauen Aufenthaltsort
der verwendeten Spinsonden konnen jedoch noch mebeben werden, sind aber

Schwerpunkt und Gegenstand aktueller Untersuchuimgemserem Arbeitskreis.

Als antioxidativ wirksame Nitroxide wurden TEMPObhd DHME ermittelt, da sie sich in
allen vorhergehenden Versuchsreihen als geeigndésteintersuchten Nitroxyl-Radikale
herausgestellt hatten. Zur Untersuchung der preotskiEigenschaften von Nitroxiden vor
UV-induzierten Schaden wurden zwei Bestrahlungdenel unterschiedlicher
Wellenlangenbereiche verwendet. Dabei konnte bedBvbestrahlten Hautproben keine
direkte Korrelation zwischen Eindringtiefe der ®ttamg und Abbau der Nitroxide
festgestellt werden. Die hohe Reaktivitdt der niewdekularen, primar generierten,
Radikale war offensichtlich dafur verantwortlichass sich stabilere Folgeprodukte
bildeten, die sich wiederum im Hautgewebe verteiltend mit den vorhandenen
Nitroxiden zu ESR-stummen Verbindungen reagiert@usatzlich wurden, durch
Verdunstungseffekte, tiefer in der Haut gelOste raxide, in hohere Schichten
transportiert. Einzig bei der UVC-bestrahlten Haunnte ein Zusammenhang zwischen
Eindringtiefe der Strahlung und Abbau der Nitroxigstgestellt werden, da bei diesen
Experimenten keine merkliche Verdunstung stattfddel.langeren Zeitspannen zwischen
Bestrahlung und Messung wiederum, kamen aber aech/brteilungsprozesse von ROS
und der Nitroxide zum Tragen. Damit konnte nochmiadstatigt werden, dass sich
radikalische Prozesse auch nach der Generierungeie endliche Zeit ausbreiten und

vor allem nicht am Entstehungsort bleiben.

Trotz unterschiedlicher Verteilungsmuster in derutlazeigten TEMPOL und DHME
vergleichbare Reduktionsraten. Somit lie[3 sich n&ein Areal bestimmen, welches
besonders empfindlich fiir die Bildung von ROS war.

Letztendlich konnte durch Bestrahlung Nitroxid-lokdaer Haut das grof3e reduktive
Potenzial von TEMPOL und DHME dargestellt werddwelamphiphile Struktur machte
sie, gekoppelt mit ihrer geringen molekularen Aumsdeng, zu idealen Radikalfangern. Sie
konnten sowohl in lipophilen wie hydrophilen Beten operieren. Der genaue

Entstehungsort von ROS konnte nicht festgestellt rde/® jedoch konnten
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Bestrahlungsexperimente eindeutig eine Wanderungreduzierenden Stoffen von obere
in tiefere Hautschichten zeigen. Besonders nachrilamg der hauteigenen antioxidativen
Systeme konnte eine verstarkte Reduktion von DHM& TEMPOL beobachtet werden.
Unter diesen Bedingungen Ubernahmen die Nitroxyl#de die antioxidativen Aufgaben

der SH-gehemmten Schutzmechanismen.

Als Ausblick ware die Entwicklung einer Formulieguzu nennen, die es ermoglicht
Nitroxyl-Radikale anderer physikochemischer Natioxylpalmitinsaure, TEMPOL-
Benzoat und CAT-1), in Humanhaut zu beférdern. Dankwaren dabei unter anderen

liposomale Zubereitungen.
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