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5 Zusammenfassung

Radikalbildung in vivo /ex vivo

nach Bestrahlung verschiedener Wellenlangen

Sonnenlicht leistet durch die Vitamin-D-Synthese in der Haut einen wichtigen Beitrag fur
unsere Gesundheit. Wird zu lange in der Sonne verweilt, Ubersteigen die negativen
Aspekte und es kann zu einer vermehrten Bildung von Radikalen kommen. Diese kdnnen
zu Schaden der DNS, Hautalterung und letztendlich Krebsentstehung fuhren.

Ziel war es zu untersuchen, ob in vivo nicht nur die Bestrahlung mit UV-Licht, sondern
auch die Bestrahlung mit VIS- und NIR-Licht Radikale bilden und diese Ergebnisse mit
ex vivo Ergebnissen zu vergleichen. Zu diesem Zweck wurden insgesamt 23 Probanden
mit den o0.g. Lichtspektren bestahlt. Die entstandenen Radikale der Haut wurden mit
einem L-Band ESR Spektrometer und einer Markersubstanz (PCA) quantitativ
gemessen. Zum Vergleich dieser in vivo Ergebnisse mit ex vivo Hautmodellen wurde
Humanhaut von Bauch- und Brusthautresektionen (n=6) sowie Haut von Schweineohren
als Tiermodell unter vergleichbaren Bedingungen untersucht (n=18). Um Auswirkungen
der Bestrahlung auf die Hautlipide zu studieren, wurde die Lipidzusammensetzung des
Stratum corneum der Probanden vor und nach Bestrahlung mittels HPTLC bestimmit.

Mit UV-Licht bestrahlte Probanden bildeten wie erwartet den grof3ten Anteil an Radikalen.
Dies ist mit der hohen Absorption von UV-Licht im Gewebe und dem stetigen Nachschub
von Sauerstoff in das durchblutete Gewebe geschuldet. Ex vivo wurden deutlich weniger
Radikale gebildet.

Mit VIS/NIR-Licht bestrahlte Probanden bildeten im Vergleich zur ex vivo Untersuchung
ebenfalls signifikant mehr Radikale. Auch bei der Bestrahlung von ex vivo Haut mit
VIS/NIR-Licht kam es noch eindeutig zur Bildung von Radikalen, jedoch deutlich weniger
im Vergleich zu in vivo. Da NIR-Licht, entsprechend seiner Wellenlange, in tiefere
Hautschichten eindringen kann, wird davon ausgegangen, dass enzymatische Prozesse
bei der Bildung von Radikalen von entscheidender Rolle sind. Der schnelle
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Funktionsverlust der Enzyme ex vivo fuhrt entsprechend zur verminderten Bildung von
Radikalen. Selbst bei der Bestrahlung mit isoliertem NIR-Licht in vivo entstanden noch
34 % der Radikale von VIS- und NIR-Licht zusammen und 18 % der Radikale von UV-
Licht.

Die Analyse der Lipidzusammensetzung ergab nach der Bestrahlung mit UV- sowie
VIS/NIR-Licht eine Abnahme verschiedener Lipide. Diese Abfalle konnten durch die
Bildung von Radikalen in der Haut nach der Bestrahlung mit UV- und VIS/NIR-Licht erklart

werden.

Diese Studie zeigte, dass Sonnenlicht nicht nur im UV-, sondern auch im VIS- und NIR-
Bereich zur Bildung von Radikalen in der Haut fuhrt. Um einen optimalen Sonnenschutz
zu gewabhrleisten ist es notwendig Haut im gesamten Sonnenspektrum vor schadlicher

Wirkung zu schutzen.



5.1 Abstract

Production of radicals in vivo /ex vivo

after irradiation of different wavelengths

Sunlight plays a major part for healthy living through vitamin-D-synthesis. However, if
people stay for too long in sunlight hazard effects exceed. Consequences like increased
production of radicals which are able to damage the DNA, skin aging and finally cancer

can ocCcur.

Aim was to investigate if in vivo not only UV-light, but also VIS- and NIR-light leads to the
formation of radicals too and compare these findings with the ex vivo results. For this aim
23 subjects with the above-mentioned light spectra were irradiated. The new formed
radicals were quantitative measured with a marker substance (PCA) and an L-Band-EPR
spectrometer. To compare these in vivo results with ex vivo skin models, human
abdominal skin and skin from breast reduction (n=6), as well as pig ear skin as an animal
model, were investigated (n=18). To investigate effects of the irradiation to skin lipids, the
lipid composition of the stratum corneum of the subjects was determined before and after

irradiation using HPTLC.

As expected, subjects irradiated with UV-light produced the biggest part of radicals. This
is due to the high absorption of UV-light in the skin and the constant oxygen supply in the
blood perfused tissue. Clearly less radicals were produced ex vivo.

Comparatively subjects irradiated with VIS/NIR-light as well formed many radicals
compared to ex vivo investigation. Also after irradiation of ex vivo skin with VIS/NIR-light
radical formation clearly was observed however, it was less pronounced compared to in

Vivo.

NIR-light is able to reach deeper skin layers through its longer wavelength. This is why
it's assumed here enzymatic processes play a key role in radical production. The fast loss
of function of enzymes ex vivo leads to a reduced production of radicals.

Even irradiation with isolated NIR-light in vivo formed 34 % of the radicals of VIS- and
NIR-light combined and even 18 % of the radicals of UV-light.



The analysis of the lipid composition after irradiation with UV- and VIS/NIR-light shows a
lowering of certain lipids. These decreases could be explained by the creation of radicals
in the skin after irradiation with UV- and VIS/NIR-light.

This study shows that sunlight leads to the creation of radicals not only in the UV- but
also in the VIS/NIR-range. To provide an optimal protection it's necessary to protect skin
in the whole spectral range against harmful effects.



6 Einleitung

6.1 Motivation

Wir sind jeden Tag in unterschiedlichem Malle Sonnenlicht ausgesetzt. Manch einer
bekommt weniger Strahlung ab, andere wie z.B. Dachdecker haben berufsbedingt eine
hohe Belastung. Generell tendiert der Trend dazu, viel Zeit in der Sonne zu verbringen.
So wird eine gebraunte Hautfarbe als Schonheitsideal angesehen, was zu haufigeren
und langeren Aufenthalten in der Sonne fuhrt. Zusammen mit einem Anstieg der
Lebenserwartung kommt es, im Vergleich zu friheren Generationen, zu einer insgesamt

hoheren Strahlenbelastung.

Es ist hinreichend bekannt, dass zu viel Sonnenstrahlung, vor allem wegen des
besonders schadlichen UV-Licht-Anteils, zu faltiger, runzliger Haut mit einem erhohten
Risiko fur Hautkrebs fuhrt [2]. Die Tatsache, dass die Ozonschicht zunehmend dunner
wird und es somit zu einer geringeren Absorption des UV-B-Lichts kommt, verdeutlicht

die Wichtigkeit eines ausreichenden Sonnenschutzes.

Es ist aber nicht bekannt, wie schadlich die Strahlung im sichtbaren (VIS) und nahen
infraroten (NIR) Spektralbereich ist. Hier gibt es von Zastrow et al. erste ex vivo Daten
zur Radikalbildung in exzidierter Haut, deren Bedeutung in vivo aber noch nicht
untersucht wurde [3]. Die ex vivo Ergebnisse weisen auf eine Radikalproduktion von bis
zu 50 % im VIS+NIR-Bereich hin. Damit ware u.a. erklarbar, warum trotz Applikation von
Sonnenschutzcremes weiterhin die Tumorrate steigt. Ob diese Verteilung auch in vivo
gilt, wurde vor Beginn dieser Arbeit nicht untersucht.

In vivo Untersuchungen zur Radikalmessung erfordern ein spezielles Messinstrument,
von denen nur sehr wenige auf der Welt existieren. Eines dieser Instrumente befindet
sich in der Dermatologie der Charité - Universitatsmedizin Berlin. Weiterhin ist der
Vergleich von ex vivo und in vivo Untersuchungen sehr schwierig und muss unter
moglichst vergleichbaren Bedingungen durchgefuhrt werden. Dieser Aufgabe widmet

sich die hier vorgestellte Doktorarbeit.



6.2 Hintergrund

Es gibt verschiedene Methoden um Radikale nachzuweisen. Dieses kann zum einen in
Zellkulturen (in vitro) geschehen. Als Beispiel sei hier die Fluoreszenzspektroskopie
genannt. Dabei wird 2',7'-dichlorodihydrofluorescein (DCFH) benutzt, welches in
Anwesenheit von Radikalen wie ROS und NOS (reaktive Sauerstoff — und
Stickstoffspezies) zu 2',7'-dichlorofluorescein (DCF) oxidiert. DCF ist ein stark
fluoreszierendes Molekul, welches mithilfe eines Fluoreszenzspektrometers

nachgewiesen werden kann [4].

Es wurden in ex vivo Untersuchungen an human exzidierter Haut gezeigt, dass nicht nur
unter UV-Licht Radikale entstehen, sondern auch andere Wellenlangenbereiche, wie
sichtbares Licht (VIS) oder nahes Infrarotlicht (NIR) schadliches Potential haben. Auch
diese Wellenlangenbereiche fuhren zur Entstehung von Radikalen [3].

Vandersee et al. zeigten, dass der Karotin-Gehalt der Haut nach Bestrahlung mit blau-
violettem Licht abfiel, was auf die Entstehung von Radikalen hindeutet. Weitere Studien
belegen, dass die Bestrahlung mit sichtbarem Licht ebenfalls zur Bildung von Radikalen
fuhrt [5, 6]. So kam es, wie bei der Bestrahlung mit UV-Licht, zur Bildung von ROS,
proinflammatorischen Zytokinen und der vermehrten Expression von MMP’s (Matrix

Metalloproteinasen), welche die Spaltung von Peptidbindungen in Proteinen katalysieren.

AuBerdem wurden von Meinke et al. [7] nachgewiesen, dass mit Infrarotlicht bestrahlte
Haut von Schweineohren weniger Radikale bilden, wenn diese mit Sonnencreme
behandelt wurden. Dies legt nahe, dass auch menschliche Haut von Sonnencremes
profitieren konnte, welche vor NIR-Strahlen schutzen. Es existieren bereits ex vivo
Untersuchungen an exzidierter Humanhaut. Nachdem die Haut mit UV-Licht bestrahlt
wurde, zeigte sich, dass trotz des Umstandes dass es sich nicht um lebende Haut
handelte, immer noch viele Radikale entstanden sind [8]. Es wurden schon einige Studien
mithilfe der Elektronen-Spinresonanz-Spektroskopie (ESR) durchgefihrt, jedoch nicht
mit Untersuchung verschiedener Wellenlangen an unterschiedlichen Hautmodellen [9-
11].

In dieser Arbeit sollten diese ex vivo Ergebnisse mittels in vivo Untersuchungen am
Menschen verglichen werden. Um die Untersuchung in vivo zu ermoéglichen, wurde mit

der ESR-Technologie gearbeitet. Bei dieser Methode werden ungepaarte Elektronen



quantitativ gemessen, welche bei der Bildung von Radikalen durch Bestrahlung
entstehen. Es wurde menschliche Haut in vivo und zum Vergleich Humanhaut nach
Hautresektion sowie Schweineohren als Tiermodell jeweils mit UV-Licht, VIS/NIR-Licht
und NIR-Licht bestrahlt. Das Ziel war es zu Untersuchen, ob bei Humanhaut in vivo auch
andere Wellenlangen, neben UV-A- und UV-B-Licht, fur die Entstehung von Radikalen

verantwortlich sein konnten.

Der Korper kann bei Bestrahlung mit Licht das antioxidative Verteidigungssystem in vivo
hochregulieren, dabei kann aber auch durch reflektorische Vasodilatation mehr Blut in
die Haut gelangen und so steht mehr Oz im Gewebe zur Bildung von ROS zur Verfligung.
Daher stellt sich die Frage, ob lichtinduzierte Radikalbildung hoher in vivo oder ex vivo
ist.

7 Grundlagen

7.1 Haut und Lipide
7.1.1 Aufbau und Funktion der Haut

Die Haut ist mit 2 m? eines der gréoten Organe des Menschen und setzt sich aus der

Epidermis, der Dermis und der Subkutis zusammen.

Die Epidermis ist die aulderste Schicht der Haut und besitzt je nach Korperregion einen
Durchmesser von 30-300 um. Die Dermis und Subkutis sind vaskularisiert, wahrend die
Epidermis Uber keine eigenen Blutgefalie verfugt. Der Aufbau besteht aus 4 horizontalen
Zelllagen. In der Basalmembran befinden sich Stammzellen, aus denen Keratinozyten
entstehen — der Hauptbestandteil der Epidermis [12]. In dem darUber befindlichen
Stratum spinosum verandern die Keratinozyten ihre Form und Ausrichtung. Im Stratum
granulosum verlieren sie ihre Zellorganellen und —kerne, um nach Dehydration und
Bildung dermaler Lipide, als Korneozyten zu fungieren welche die aul3ere Schicht, das
Stratum corneum bilden. Diese Schicht stellt die Hauptbarriere der Haut dar [13]. Sie
bietet Schutz vor Witterungsbedingungen wie Hitze und Kalte sowie UV-Strahlung und
verschiedenste Umwelteinflisse wie Abgase, Reinigungsmittel oder Klimaanlagen. Die
Korneozyten enthalten das Protein Keratin und sind in einer komplexen Matrix



vielschichtiger Lipide eingebettet. Das Stratum corneum wird als Ziegelsteinstruktur
beschrieben, bei der die Korneozyten die ,Steine“ und die interzellularen Lipide den
.,Mortel reprasentieren [14].

Die Dermis ist 1-5 mm dick, bestehend aus dem Stratum retikulare sowie dem Stratum
papillare und ist mit zahlreichen GefalRen und Nerven durchzogen welche die Epidermis
versorgen. AulRerdem befindet sich hier das stabilisierende Bindegewebe, welches durch
Fibrozyten gebildet wird. Dieses besteht zum Groldteil aus Kollagenfasern und anderen
elastischen Fasern, welche der Haut ihre Festigkeit verleihen. Des Weiteren befinden
sich hier Hautanhangsgebilde wie Haarfollikel, Talgdrisen und Schweil3drisen sowie
Mastzellen, welche bei Entzindung und allergischen Reaktionen eine wichtige Rolle
spielen.

Die unterste Schicht der Haut wird von der Subkutis gebildet, welche mehrere Zentimeter
dick sein kann. Diese besteht zum groten Teil aus Fettgewebe, welches der
Warmeisolierung, eines mechanischen Schutzpolsters sowie als Energiespeicher dient
[15]. In erster Linie fungiert die Haut als mechanische und chemische Barriere. Die
Hornschicht verhindert das Austrocknen des Korpers und das Eindringen korperfremder
Substanzen. AulRerdem bietet das durch Melanozyten gebildete Melanin einen Schutz
vor schadlichem UV-Licht, indem es als UV-Filter fungiert. Dies fuhrt dazu, dass
pigmentierte Haut widerstandsfahiger gegen Sonnenbrand und Hautkrebs ist als ,weile
Haut® [16]. Ebenso wirkt das Melanin als Antioxidans und ist fur die Pigmentierung
verantwortlich. Ein gewisser Teil an UV-Licht wird allerdings fur die Vitamin-D-Synthese
bendtigt. Je mehr Melanin vorhanden ist, desto dunkler ist der Hauttyp und desto weniger
effektiv ist die UV-Licht induzierte Vitamin-D-Synthese [17]. Langerhans-Zellen spielen
eine zentrale Rolle in der Immunabwehr. Mithilfe des Gefallplexus und den
Schweil3drisen wird die Thermoregulation sichergestellt. Die Haut verfligt Uber ein
trockenes und saures Milieu, welches schadlichen Keimen entgegenwirkt, jedoch eine

symbiontische Hautflora begunstigt [15].
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Abbildung 1: Aufbau der Haut

7.1.2 Lipide der Haut

Die Lipide der Haut stammen aus zwei verschiedenen Regionen. In der Dermis wird aus
den Talgdrusen das Sebum produziert, welches entlang der Haarfollikel an die
Hautoberflache gelangt. Die restlichen Lipide stammen aus Korneozyten des Stratum
corneums in der Epidermis. Die Lipide der Talgdrisen und die Lipide der Korneozyten
mischen sich an der Oberflache der Haut und bilden den Hautlipidfilm [18].

Die Beschaffenheit dieses Lipidfiims ist vor allem abhangig von der Anzahl der

Talgdrusen in den verschiedenen Korperregionen.




Tabelle 1: Zusammensetzung der Sebumlipide

(Green et. al. [19])

Lipide Anteil in %

Triglyceride(~54%),Freie Fettsauren(~43%, ),Diglyceride (~4%) | 57,5

Wachsester 26
Squalen 12
Cholesterolester 3

Cholesterol 1,5

An Bereichen wie Kopfhaut, Stirn und oberer Thorax gibt es vergleichsweise viele
Talgdrisen. Deshalb enthalt der Hautlipidfilm in diesen Bereichen Uber 90 % der
Sebumlipide (Tabelle 1: Zusammensetzung der Sebumlipide) [19]. An den Handen und
FuRen gibt es weniger und an Hand- und FulRflachen sogar gar keine Talgdrisen. An
diesen Stellen besteht der Lipidfilm mehr aus epidermalen Lipiden [20].

Zusammen wirken sie dem Eindringen von korperfremden Stoffen entgegen, verhindern
einen zu hohen Wasserverlust und spielen eine wichtige Rolle in der Barrierefunktion der
Haut.

Die intrazellularen Lipide, welche von den Korneozyten gebildet werden und diese

umschliel3en, weisen einen anderen Lipidaufbau auf, im Vergleich zum Hautlipidfilm.

Eine Besonderheit des Stratum corneums ist die spezielle Lipidzusammensetzung,
welche in Tabelle 2: Prozentuale Verteilung der Lipide des Stratum corneum abgebildet
ist [21].
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Tabelle 2: Prozentuale Verteilung der Lipide des Stratum corneums

Lipide Anteil in %
Ceramide 35,0+3,2
Freie Sterole (Cholesterol) 28,9+3,6
Freie Fettsauren 19,2+ 3,5
Sterolester 6,5+1,5
Tri-, Diglyceride 35+14
Phospholipde 32+11
Cholesterolsulfate 1,8+0,7
n-Alkane 1,7+1,3
Squalen 0,2+0.1

Phospholipide, welche ein typischer Bestandteil biologischer Membranen sind, sind im
Lipidfilm des Stratum corneums nicht zu finden. Die grof3ten Gruppen von den hier
vorkommenden Lipiden sind Ceramide (Sphingolipide), Cholesterol (Cholesterin) und
freie, langkettige Fettsduren [22-24]. Es besteht der Konsens, dass die
Hauptkomponente, namlich die Ceramide, eine Schlusselrolle in der Barrierefunktion der
Haut spielen [25, 26].
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Abbildung 2: Struktur eines Sphingolipids

Sphingolipide bestehen aus einem ungeséttigter Aminoalkohol und einer, (lber eine
Amidgruppe gebundenen Fettsdure. Wird der Rest "R" durch ein Wasserstoffatom (H)
ausgetauscht, handelt es sich bei der Substanz um ein Ceramid

Neigt die Haut zu einer verminderten Talgsekretion, kann eine atopische Dermatitis
zugrunde liegen. Eine atypische Zusammensetzung und ein reduzierter Gehalt an
epidermalen Lipiden, besonders an Ceramiden, was zu einer gestorten Hautbarriere
fuhrt, ist hierfur typisch. Die Besiedelung der Haut mit pathogenen Erregern wie S. aureus
wird begunstigt und kann zu Infektionen fuhren [27].

Talgdrisen stehen unter dem Einfluss von Hormonen und chemischen Substanzen,
welche die Zusammensetzung des Hautlipidfilms verandern kénnen. Ostrogene und
Retinoide besitzen z.B. eine hemmende Wirkung auf die Bildung von Sebum, weshalb
sie zur Behandlung von Akne eingesetzt werden. Androgene haben hingegen eine
fordernde Wirkung auf die Sebumproduktion [28].

7.2 Das elektromagnetische Spektrum

Aus dem umfangreichen Spektrum der elektromagnetischen Wellen der Sonne stellt das
sichtbare Licht nur einen kleinen Bereich dar [29]. Die spektrale Aufteilung der
Sonnenenergie auf Meeresniveau umfasst ca. 3—7 % UV-Licht, 44 % sichtbares Licht,
und 53 % Infrarotlicht [30].
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Abbildung 3: Elektromagnetisches Spektrum

Das Spektrum der Sonnenstrahlung auf der Erdoberflache reicht von 290 bis 3000 nm
und enthalt folgende Wellenlangenbereiche [31] :

Tabelle 3: Elektromagnetisches Spektren und ihre Wellenléngen

Elektromagnetisches Spektrum | Wellenlange

Ultraviolettes Licht (UV) UV-C: 280-100 nm
UV-B: 280-320 nm / UV-A: 320—400 nm

sichtbares Licht (Vis) 400-760 nm

Infrarotlicht (IR) IR-A: 760-1400 nm und IR-B: 1400-3000 nm
IR-C: 3000 nm -1 mm
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Ultraviolettes Licht

Wird die Haut des Menschen Sonnenlicht ausgesetzt, ist auch ein Teil UV-Strahlung
enthalten. Wahrend UV-A-Licht kaum abgeschwacht auf uns einwirken kann, wird UV-B-
Licht teilweise in der Ozonschicht gefiltert. Der Anteil von UV-A-Strahlung betragt 95 %,
wahrend UV-B-Strahlung nur 5 % ausmacht [32]. UV-C-Licht wird komplett in der
Erdatmosphare absorbiert und erreicht die Erdoberflache nicht. Das energiereichere und
kurzwelligere UV-B-Licht dringt nicht so tief in die Haut ein und entfaltet seine Wirkung
zum groften Teil in der Epidermis [33]. Dort fuhrt dies bei zu hoher Intensitat zu
schmerzhaften Sonnenbrand (Dermatitis solaris) und hat durch seine kanzerogene
Wirkung negative Effekte auf die Haut. UV-Licht stimuliert die Bildung von ROS, welche
hauptverantwortlich fur die Entstehung von Hautlasionen sind und fuhren zu schnellerer
Hautalterung [34] sowie der Genese von malignen Hauterkrankungen [35-37]. UV-B-
Strahlung fuhrt in der Epidermis zur Bildung von Melanin und ist fur die indirekte
Braunung verantwortlich. Diese verbleibt langerfristig und bietet einen Lichtschutz.
Werden Hautzellen UV-B-Strahlung ausgesetzt, fuhrt dies zu einer unmittelbaren
Freisetzung von gebundenem Eisen [38], welches die Bildung des aulierst schadlichen
Hydroxylradikal (OH-) Uber die Fenton-Reaktion katalysieren kann [39]. UV-B-Strahlung
wird hauptverantwortlich fur die Entstehung von Basalzellkarzinomen und

Plattenepithelkarzinomen gemacht [32].

UV-A-Licht ist langwelliger als UV-B-Licht und kann daher tiefer in die Haut eindringen.
So treten Schaden bis in die Dermis hin auf [40]. Dort beeintrachtigt es unter anderem
Fibroblasten, welche in ihrer Fahigkeit eingeschrankt werden elastische Fasern zu bilden,
was langfristig zu einem Verlust der Spannkraft der Haut fuhrt. Hieraus resultiert eine
vorzeitige Hautalterung [41]. Das Potential ein Erythem zu bilden ist hier eher gering. UV-
A-Licht ist fur die direkte Pigmentierung verantwortlich und fuhrt Uber eine
Konformationsanderung des Melanins zu einer nur Uber Stunden anhaltende, kurzfristige
Braune, welche kaum Lichtschutz bietet. Zudem ist UV-A-Licht in der Lage das
Immunsystem zu schwachen, welches die Entstehung maligner Hauttumoren begunstigt
[42-44].

Um sich vor der schadlichen Wirkung von UV-Licht zu schutzen, sollte die Dauer in der
die Haut der Sonnenstrahlung ausgesetzt ist, moglichst gering gehalten werden. Dies
kann zum einen durch das Meiden der Sonne und zum anderen durch hautbedeckende

Kleidung erfolgen. Auch die Anwendung von Sonnencremes ist fur die Pravention von
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gesundheitlichen Schaden durch Sonnenstrahlung essentiell. Es ist besonders auf einen
UV-Schutz in jungen Jahren acht zu geben. So zeigten Weinstock et al. [45], dass eine
gesteigerte Sonnenlichtexposition vor dem 20. Lebensjahr die Wahrscheinlichkeit an
einem Melanom zu erkranken deutlich erhoht, als vergleichbare Sonnenlichtexposition
nach dem 30. Lebensjahr. Es wird geschatzt, dass die Inzidenz an einem nicht-Melanom
Hautkrebs zu erkranken (vor allem Basalzellkarzinom und Plattenepithelkarzinom)
wahrend der gesamten Lebenszeit um 78 % reduziert wird, wenn wahrend der ersten 18
Lebensjahre praventiv eine Sonnencreme mit dem Lichtschutzfaktor 15 angewandt wird
[46].

Ist der Mensch jedoch durch Umweltbedingungen oder besonderem Verhalten nur
geringen Mengen UV-B-Strahlung (Wellenlange 280-320 nm) ausgesetzt, kann auch dies
negative Effekte haben [47].

Die Vitamin-D-Synthese ist hauptsachlich abhangig von der Menge an UV-B-Strahlung.
Ein Vitamin-D-Mangel im Korper fuhrt zu negativen Effekten der Gesundheit, der
Muskelfunktion und der Knochenharte. Des Weiteren wird Vitamin D in Verbindung mit
einer Pravention von Diabetes mellitus Typ1 und Erkrankungen des Herz-Kreislauf
Systems gebracht [48]. Weiterhin wird UV-Licht medizinisch im Rahmen der Lichttherapie
zur Behandlung von Akne, Neurodermatitis, Psoriasis und der Winterdepression
eingesetzt [49, 50].

Infrarotes Licht

Das infrarote Licht kann in die 3 Wellenlangenbereiche IR-A, IR-B und IR-C eingeteilt
werden. Weiterhin kann eine andere Unterteilung in nahes Infrarotlicht (760-3000 nm),
mittleres Infrarotlicht (3.000-30.000nm) und fernes Infrarotlicht (30.000 nm - 1 mm)
vorgenommen werden. Diese Unterteilungen spiegeln das Verhalten der
unterschiedlichen Wellenlangen in der menschlichen Haut wieder. Je nach Wellenlange
wird das Infrarotlicht in verschiedenen Hautschichten absorbiert. Die Eindringtiefe in die
Haut sinkt mit zunehmender Wellenlange ab. Kurzwelligeres IR-A-Licht erreicht die
subkutanen Hautschichten, ohne die Hautoberflache erheblich zu erwarmen. IR-C-
Strahlung wird komplett in den oberen Hautschichten absorbiert und resultiert in erhdhter
Hauttemperatur, welche sich angenehm warm anfuhlt, aber auch bis hin zu

Verbrennungen reichen kann [51].
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Dass zu viel UV-Strahlung eine schadliche Wirkung auf die Haut hat, ist hinreichend
bekannt [52-55]. Aber auch Infrarotlicht besitzt schadliches Potential. Niedrige Dosen
haben analgetische, antiinflammatorische und wundheilungsférdernde Effekte, weshalb
sie medizinisch zur Behandlung bei entziundlichen Prozessen angewandt werden. Der
Mechanismus des heilenden Effektes beruht in der Aktivierung der Energiebereitstellung
in den Mitochondrien in Form von ATP sowie eventuell durch Entgiftung von freien
Radikalen [56]. So kommt Infrarotlicht bei Arthrose [57-59], Tendinopathie [60, 61] oder
oraler Mukositis [56] zum Einsatz. Hohe Dosen haben jedoch eine schadliche Wirkung
auf die Haut [3, 62-64]. So entstehen nach NIR-Bestrahlung zum einen direkt vermehrt
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) [65-67]. Trifft NIR-Strahlung auf die Hautoberflache
steigt zum anderen deren Temperatur an, was zur Bildung von Hitzeschockradikalen
fuhren kann [68]. Diese Radikale bilden sich etwa bei 43-45°C, also bei wesentlich
hoheren Werten als die physiologische Hauttemperatur von 27,6-33,1°C [68, 69]. Diese
zwei Mechanismen der Entstehung von ROS kdénnen ihre Wirkung gegenseitig durch
Erhéhung der Strahlendosis oder durch Anstieg der Temperatur multiplizieren [70].

Sichtbares Licht

Der Teil der elektromagnetischen Strahlung, den Menschen sehen konnen, wird als
sichtbares Licht, im englischen Visible Light, kurz VIS bezeichnet. Es umfasst das
elektromagnetische Spektrum von 380 nm — 760 nm. In diesem Bereich finden sich alle
Farben mit spezifischer Wellenlange wieder. Wird weil3es Licht durch ein Prisma
aufgetrennt, so werden die Farben eines Regenbogens sichtbar, die sogenannten
Spektralfarben. Diese sind in Abbildung 4 dargestellt.

sichtbares Licht: Wellenlénge von 380 bis 760 nm

h 4
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Abbildung 4: sichtbares Licht
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Es gibt nur wenige Studien uber sichtbares Licht. Zastrow et al. wiesen kirzlich mittels
ESR in humaner ex vivo Haut einen Anstieg von freien Radikalen, nicht nur bei UV- und
NIR-Licht, sondern auch durch VIS-Licht nach [3, 65]. Experimentelle Untersuchungen
aus humanen in vivo Studien welche zeigen, dass sichtbares Licht Gen-regulierende
Aktivitaten besitzt oder tierische in vivo Studien die zeigen, dass chronische Aussetzung
von sichtbarem Licht tatsachlich zu Faltenbildung in der Haut fuhrt, sind derzeit noch nicht

vorhanden.

Zusatzlich ist so gut wie nichts Uber die Rolle von sichtbarem Licht in der Karzinogenese
der Haut und der Interaktion zwischen UV-Licht, IR-Licht und VIS-Licht bekannt.

Dennoch stimmen die bestehenden Studien mit der Vermutung tberein, dass sichtbares
Licht biologische Effekte auf menschliche Haut ausubt, welche eine erhohte
Radikalbildung zur Folge hat und welche relevant fur Hautpigmentation und eventuell far
Hautalterung sind.

7.3 Antioxidatives System

Das Wort “Antioxidans® wird in der biomedizinischen Literatur oft benutzt, jedoch selten
definiert. Meistens wird der Begriff nur in Verbindung mit kettenabbrechenden
Antioxidantien wie a-Tocopherol (Vitamin E) verwendet [71]. Gutteridge et al. haben eine
umfangreichere Auffassung und definieren Antioxidantien als ,jedes Substrat, dass in
niedrigen Konzentrationen, verglichen mit dem oxidierbaren Substrat, signifikant die
Oxidation dieses Substrates verzégert oder hemmt® [72]. Der Koérper wehrt sich gegen
Radikale, indem er sie ,einfangt“ (scavening) oder indem er sie ,.knackt* (quenching) [73].
Antioxidantien unterbrechen die Radikal-Kettenreaktion, indem sie ein Elektron an ROS
abgeben [74]. Die Antioxidantien selber kehren sofort wieder in ihre urspringliche Form
zuruck [75].

Die Zellen des Korpers werden vor Strahlung durch bestimmte Pigmente geschutzt. So
ist Melanin in der Lage UV-Licht zu absorbieren. Karotinoide hingegen wirken Molekulen
wie Singulett-Sauerstoff ('02) entgegen, die sich in elektronisch angeregten Zustanden
befinden [76].
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Antioxidantien konnen bei Oxidationen an verschiedenen Ebenen wirken. Dies kann bei
den vielen Mechanismen veranschaulicht werden, bei denen oxidativer Stress durch

Lipidperoxidation zu Zellschaden fuhren kann.

Antioxidantien kdnnen Lipidperoxidation entgegenwirken durch [71]:

1. Verringerung der lokalen Oz Konzentration (z.B. durch die Verbindung oder dem

Austausch mit Sauerstoff)

2. Abwehr von Kettenreaktionen durch Peroxidation, indem Verbindungen neutralisiert
werden, welche die Fahigkeit besitzen Wasserstoff-Atome zu entziehen, wie z.B. das
Hydroxyl-Radikal (OH-)

3. Loschen oder Einfangen von Singulett-Sauerstoff, welcher direkt mit an Membranen
gebundenen Lipiden reagieren kann und Peroxide bildet. Lycopin ist z.B. der beste
Singulett-Sauerstoff Fanger in menschlichem Gewebe [77]

4. Bindung von Metallionen, um zu verhindern, dass diese die Entstehung von ROS

katalysieren

5. Entfernung von Peroxiden, indem sie in ein nicht Radikal Produkt umgewandelt
werden, wie z.B. Alkohol durch Glutathionperoxidase

6. Reaktion mit Radikalen, die fur eine Radikal-Kettenreaktion verantwortlich sind, indem
sie Wasserstoff aus Seitenketten von Fettsauren entziehen. Kettenreaktion abrechende
Antioxidantien sind oft Phenole oder aromatische Amine, von denen a-Tocopherol der
wichtigste Vertreter ist.

Es existieren enzymatische und nicht enzymatische Mechanismen, die intrazellular und
extrazellular lokalisiert sind. Der grofdte Teil des antioxidativen Netzwerkes befindet sich
in der Epidermis, hier konnte eine hohere Konzentration im Vergleich zur Dermis
gefunden werden [78]. Zu den intrazellularen enzymatischen Mechanismen gehort z.B.
die Superoxiddismutase (SOD), Katalase und Glutathionperoxidase. SOD katalysiert die
Umwandlung von Superoxid-Anionen zu Wasserstoffperoxid. Katalase wandelt
Wasserstoffperoxid zu Sauerstoff und Wasser um und die Glutathionperoxidase
katalysiert die Reduktion von Wasserstoffperoxid zu oxidiertem Glutathion und Wasser
[79].
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Tabelle 4: Intrazelluldre Enzyme und ihre Summenformel

(GSH (Glutathion), GSSG (Glutathiondisulfid), 02~ (Superoxid-Anionen), H20>
(Wasserstoffperoxid))

antioxidatives Enzym Summenformel
Superoxiddismutase 20,"+2H"-0;+ 2 H,0,
Katalase 2 H,0, -0, + 2 H,O
Glutathionperoxidase 2 GSH + H202 — GSSG + 2 H20

Da Antioxidantien nicht komplett vor Zellschaden schitzen, gibt es Reparatur Enzyme,
welche geschadigte Proteine zerstoren [80], oxidierte Fettsauren von Membranen
entfernen [81] und Schaden an der DNA reparieren [82]. All diese

Reparaturmechanismen sind grof3tenteils intrazellular lokalisiert.

Andere antioxidative Reparaturmechanismen sind extrazellular aktiv. Zu ihnen gehoren
das Plasma, Eisen-Transport-Protein Transferrin und das ebenfalls Eisen bindende
Protein Laktoferrin, welches in vielen Korperflissigkeiten (z.B. Tranenflussigkeit,
Nasensekret) gefunden wird. Chelatbildung mit Eisenionen spielt eine wichtige Rolle, um
Lipidperoxidation und Fragmentierung der DNA zu verhindern [76].

Gemuse ist wichtig fur eine ausgewogene Erndhrung. Viele Studien belegen, dass eine
enge Beziehung zwischen der Einnahme von Gemuse und dem Schutz vor einer Vielzahl
von Krankheiten, wie Krebs oder kardiovaskulare Erkrankungen besteht [83]. So sollen
Radikale mitverantwortlich bei der Entstehung von Hauttumoren [2, 84], Diabetes [85],
Arteriosklerose [86] oder neurodegenerativer Erkrankungen wie Alzheimer oder Morbus
Parkinson sein [87-90].

Ein wichtiger Faktor, welcher dem Krebs entgegenwirken soll, sind die in Gemuse
vielfaltig vorkommenden nicht-enzymatischen Antioxidantien, wie z.B. Vitamin C, Vitamin
E (Tocopherole) und Karotinoide. Vitamin C ist ein starkes Antioxidans und neutralisiert
Radikale vor allem im Blut. Vitamin E und Karotinoide entfalten ihre antioxidative Wirkung
unter lipophilen und hydrophilen Bedingungen. Vitamin E kommt vor allem in
Zellmembranen vor und ist in der Lage eine groe Anzahl von Radikalen zu
neutralisieren. R-Carotin ist das haufigste Antioxidans in Zellmembranen und
Lipoproteinen, auch wenn dies Uber eine geringere antioxidative Aktivitat verfugt [91].
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Gemduse enthalt nicht nur die oben genannten Antioxidantien, sondern auch eine grol3e
Anzahl von u.a. Flavonoiden, Flavonen und Polyphenolen, die ebenfalls eine
antioxidative Aktivitat aufweisen. Flavonoide sind in der Lage, der Bildung von
kanzerogene Nitrosoaminen entgegen zu wirken [92]. Auch Polyphenole sind starke
Antioxidantien - ihre Synthese und Regulation ist abhangig von der Sonnenstrahlung [93].

Die Verteilung und die Konzentration von Antioxidantien im menschlichen Korper und in
der Haut hangen stark von Faktoren wie dem Gesundheitszustand, die Ernahrungsweise,
dem Hauttyp, der Korperregion und externen Faktoren ab [94-97]. Die Konzentration von
Antioxidantien im Blutplasma und im Gewebe sind bei Nichtrauchern hoher als bei
Rauchern und hoher bei Individuen, deren Nahrung viele Vitamine und Karotinoide
enthalt als bei denjenigen, welche sich unausgewogen Ernahren [95, 98-102]. Wird Haut
UV-Strahlung ausgesetzt, resultiert dies in einer Verminderung der Antioxidantien-
Konzentration in der Haut wie z.B. R-Carotin, Lycopin, Lutein sowie den essentiellen
Vitaminen A, C und E [98-102].

Haut ist die auliere Barriere des Korpers und ftritt direkt in Kontakt mit schadlichen
Oxidantien aus der Umwelt. Antioxidantien sind sehr empfindlich gegentber aulleren
oxidativen Stress, weshalb ein zusatzlicher topischer Schutz in Form von Sonnencreme
oder systemisch applizierten Antioxidantien, wie Vitamine und Karotinoide, unterstutzend
wirkt [103].

7.4 Radikale

Atome enthalten einen Nukleus und Elektronen, welche sich normalerweise in Paaren
um den Nukleus bewegen. Ein freies Radikal ist jedes Molekul oder Atom, welches ein
oder mehrere ungepaarte Elektronen besitzt. Die ungepaarten Elektronen verandern die
chemische Reaktivitat eines Molekuls oder Atoms und fuhren zu einer gesteigerten
Reaktivitat [72].

Radikale (Oxidantien) werden als normales Produkt des aeroben Metabolismus gebildet.
Sie kdnnen aber ebenso auch durch verschiedene Arten von Strahlung entstehen. Unter
dem Einfluss von Roéntgenstrahlung formiert sich in Zellen das Hydroxid Radikal (OH-).
Bestrahlung durch UV-Licht fihrt zu einem elektronisch angeregten Zustand mit daraus
resultierender Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS). Sogar Ultraschall und
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Mikrowellenstrahlung konnen zur Bildung von Radikalen fuhren [76]. Unter
pathophysiologischen Bedingungen steigt der Anteil an Radikalen an, bis diese nicht
mehr kompensiert werden konnen. Prinzipiell besteht ein Gleichgewicht zwischen
Oxidantien und Antioxidantien im Kérper. Antioxidantien sind bis zu einem gewissen Grad
fahig sich an veranderte Verhaltnisse, wie z.B. Stress oder Krankheiten, anzupassen.
Kippt das Gleichgewicht zugunsten der prooxidativen Seite, resultiert dies in einer
ubermalfigen Bildung von Radikalen.

Da das antioxidative System nicht alle Schaden vom Korper abwenden kann, fuhrt die
uberproportionale Bildung von Radikalen zu einer Schadigung der Zellen. Dabei kann es
zu Funktionseinschrankungen von Lipiden, Proteinen oder Enzymen kommen. Eine
besondere Bedeutung kommt dabei der moglichen Schadigung der Basen der DNA, der
Nucleinsauren (v.a. Thymin und Guanin) zu. Durch ihre Oxidation kann es zur
Schadigung von Chromosomen und letztlich des Erbgutes kommen. Dieser Effekt wird
,Oxidativer Stress” bezeichnet [76] und kann in der Haut vor allem durch
Sonnenstrahlung, Umweltgifte oder Xenobiotika hervorgerufen werden [70, 104]. Bei
geringem, oxidativem Stress reagiert das Gewebe oft mit vermehrten antioxidativen
Abwehrmechanismen. Wird die Zelle durch Radikale zu sehr geschadigt, kann dies zur
Nekrose oder Apoptose fuhren. ,Anti-Apoptose Gene® scheinen in einigen Zellen die
Information flr Radikalfanger zu kodieren [105].

ROS (Reaktive Sauerstoffspezies) sind reaktive, chemische Verbindungen, welche in
zwei Kategorien eingeteilt werden. Freie Radikale (z.B. O2™ und OH™) und Verbindungen,
die keine Radikale darstellen (z.B. H202 und HOCI) [106]. In kleinen Konzentrationen
stellen ROS Signalmolekile dar. Werden sie jedoch in zu groRen Mengen gebildet, haben
sie eine schadliche Wirkung auf den Metabolismus. Den toxischen Effekten von ROS
wirkt das antioxidative System entgegen [86]. Wird Haut z.B. UV-Licht ausgesetzt, bilden
sich freie Radikale, neben reaktiven Sauerstoff Spezies (ROS) vor allem reaktive
Nitrogen Spezies (RNS) und oxidierte Lipid Spezies (LOS). All diese Radikale kdnnen mit
ESR-Spektroskopie nachgewiesen werden [3, 8, 10, 107].

Treffen zwei freie Radikale aufeinander, konnen sie ihr freies Elektron gemeinsam nutzen
und sich Uber eine kovalente Verbindung zu einem neutralen Molekul vereinigen. Die
meisten Molekule im Koérper stellen jedoch keine Radikale dar. Daher reagieren freie
Radikale am wahrscheinlichsten mit Nicht-Radikalen. Wenn ein freies Radikal mit einem
Nicht-Radikal reagiert, entfernt es ein Elektron und hinterlasst wiederum ein Molekul mit
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einem freien Elektron. Dabei entsteht eine freie Radikal-Kettenreaktion, wobei neue
Radikale entstehen. Greifen Radikale an Membranen oder Lipoproteinen an, kommt es
zur Lipidperoxidation [79]. So entstehen aus Low-Density Lipoprotein (LDL) nach
Lipidperoxidation Schaumzellen, welche in Verbindung mit der Entstehung von
Arteriosklerose gebracht werden [108].

7.5 Methoden zur Messung von Radikalen

7.5.1 Elektronen-Spin-Resonanzspektroskopie

Um Radikale in vivo messen zu konnen, wird die Elektronen-Spin-
Resonanzspektroskopie (ESR) genutzt. Durch sie ist es mdglich, paramagnetische
Substanzen nachzuweisen und zu quantifizieren. Eine paramagnetische Substanz bzw.
Radikale zeichnet sich dadurch aus, dass sie ungepaarte Elektronen besitzt. Da die
meisten Radikale hochreaktiv sind und nur eine sehr kurze Halbwertszeit haben, ist es
notwendig sie mit einem stabilen ,Marker-Radikal“ (Spinmarker) zu detektieren.
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Abbildung 5: Elektronen-Spinresonanz-Spektroskop (ESR)

Elementarer Bestandteil des ESR sind zwei Magnete und eine Mikrowelle. Dabei bleibt
die Mikrowellenstrahlung konstant und das Magnetfeld ist variabel. Ungepaarte
Elektronen besitzen einen Eigendrehimpuls (,Spin*), der ihre Detektion ermdglicht [109].

In dem &aulReren Magnetfeld kbnnen ungepaarte Elektronen entweder ,parallel (ms=
+1/2) oder ,antiparallel (ms= -1/2) sein. Die Absorption der Mikrowellenstrahlung sorgt
fir den Ubergang vom niederenergetischen Zustand in den energetisch héheren Zustand
[110-112]. Dieser Effekt wird ,Zeeman-Aufspaltung“ genannt, welcher in Abbildung 6 zu

sehen ist.
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Je starker das aul3ere Magnetfeld ist, desto starker ist der energetische Abstand AE
zwischen den beiden Energieniveaus. Dies wird mit folgender Gleichung beschrieben:

AE=h-u=g-pB-Ho

H = Plancksches Wirkungsquantum = 6,6260755 - 10-34 J s
u = Frequenz der Mikrowellenstrahlung [s-1]
g = Landé-Faktor (g-Wert)

uB = Bohr'sches Magneton = 0,92740154 - 10-23 J T-1

Ho = Feldstarke des aulleren Magnetfeldes [T = Tesla]

Es existieren je nach Frequenz der Mikrowellenstrahlung verschiedene Frequenzbander
(W-Band 95 GHz, Q-Band 35 GHz, X-Band 9-10 GHz, S-Band 2-3 GHz oder L-Band 1-
1,5 GHz). Dabei gilt, je hdher die Frequenz der Mikrowelle ist, desto geringer ist die

Eindringtiefe der Mikrowellenstrahlung in eine Probe [109].

Liegt das Interesse ausschlief3lich in der Untersuchung der Epidermis kann mit einem X-
Band ESR Spektrometer gearbeitet werden, da die Epidermis nur 30 — 300 ym dick ist.
Die vaskularisierte Dermis kann noch mit einem S-Band untersucht werden. Soll die

Subkutis mit analysiert werden, wird ein L-Band bendtigt [10].

Es wurde in dieser experimentellen Arbeit ein L-Band mit einer niedrigen Frequenz von
1,3 GHz genutzt, welches eine Eindringtiefe von 1-1,5 cm ermoglicht. So konnen
oxidative Prozesse in vivo gemessen werden. VIS- und NIR-Strahlung haben
unterschiedliche Wellenlangen und damit unterschiedliche Eindringtiefen, welche
gleichermalien erfasst werden konnen.
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Abbildung 6: Zeeman-Aufspaltung

Aufspaltung von Elektronen in den parallelen (ms= +1/2) und im antiparallelen (ms=-1/2)
Zustand. Die Aufspaltung nimmt mit steigender Frequenz der ESR-Bénder zu.

7.5.2 Markersubstanzen

Wie bereits erwahnt, besitzen die meisten Radikale eine sehr kurze Halbwertszeit von
wenigen Millisekunden bis hin zu einigen Sekunden, weshalb ihre Detektion mithilfe von
direkter ESR Messung nicht moglich ist. Die Reaktivitat eines Radikals ist proportional
mit seiner Halbwertszeit (Tabelle 5: Radikale und ihre Halbwertszeiten). Daher kann
gesagt werden, je kurzer die Halbwertszeit eines Radikals ist, desto ausgepragter ist
seine Reaktionsfreudigkeit.
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Tabelle 5: Radikale und ihre Halbwertszeiten

[113]
Radikal Halbwertszeit
Hydroxylradikal (HO+) 10°s
Singulett-Sauerstoff ('O2) 10s
Alkoxylradikal (RO¢) 106s
Peroxylradikal (ROQ¢) 7s
Nitritoxiradikal (NO«) 1-10s

In dieser Studie wurde ein L-Band ESR-Spektrometer genutzt, welches nicht in der Lage
ist kurzlebige Radikale nachzuweisen. Um die entstandenen Radikale dennoch messen
zu konnen, werden sogenannte Markersubstanzen, wie ,Spinmarker oder ,Spinfallen®
benutzt. Diese sind selber freie Radikale; sie kdnnen mit den kurzlebigen Radikalen eine
kovalente Verbindung eingehen, wodurch deren Halbwertszeit verlangert wird. Mittels
dieser Technologie konnen quantitative Aussagen uber die Radikalkonzentration
gemacht werden (Spinmarker) bzw. kann auch eine Charakterisierung vorgenommen

werden (Spinfalle).

O
OH

HaC CHg
H3C N CH3

Abbildung 7: Spin Marker PCA

(3-carboxy-2,2,5,5-tetramethyl-1-pyrrolidinyloxy)

In dieser Arbeit wurde die Markersubstanz PCA (3-carboxy-2,2,5,5-tetramethyl-1-
pyrrolidinyloxy) gewahlt. PCA ist ein hydrophiles Nitroxid, welches selber ein ESR-Signal
evoziert. Kommt es mit einem kurzlebigen Radikal in Verbindung, wandelt es sich in das

entsprechende Hydroxylamin um und ist in dieser Form im ESR nicht mehr detektierbar
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[114]. PCA reagiert nur schwach mit in den in der Haut befindlichen Antioxidantien und

ist aulerdem gut fur in vivo Versuche geeignet, da es keine toxischen Eigenschaften
besitzt [115]. Der Abfall der PCA-Konzentration fuhrt zu einem verminderten ESR-Signal.
So kann also indirekt ein Ruckschluss auf die entstandenen Radikale gezogen werden

[8], was in Abbildung 8 veranschaulicht wird.

PCA Strahlung (Stress) ESR Signal fallt ab

L L L L AL L el ]

Haut freie Radikale

P ¥ R —— PR

Abbildung 8: Veranschaulichung der Neutralisierung von PCA

P* - PCA mit ungepaartem Elektronenpaar , R — Molekiil, R* — Radikal mit ungepaartem
Elektronenpaar, Hv — Photonenenergie, P2-R — Produkt aus PCA und dem Radikalrest
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7.5.3 Alternative Methoden zur indirekten Messung von Radikalen

gRT-PCR, Western-Blot oder Resonanz-Raman-Spektroskopie stellen mogliche

Alternativmethoden zur Messung der Entstehung von Radikalen in Gewebe dar.

Mittels der qRT-PCR (real-time quantitative PCR) wird Haut von Probanden in vivo, die
beispielsweise mit NIR-Licht bestrahlt wurde, mit einer Stanzbiopsie entnommen. Aus
diesen Proben wird die in den Zellen befindliche RNA extrahiert und die Expression von
MMP-1 (Matrix metalloproteinase-1) quantitativ mittels RT-PCR gemessen. MMP-1 ist
ein Enzym, welches die Spaltung von Peptidbindungen in Proteinen katalysiert und so
zum Abbau von Typ-1 und Typ-3 Kollagen sowie elastischen Fasern fuhrt, was
letztendlich zu Bildung von Falten und Verlust von Elastizitat fihrt. Die Expression dieses
Enzyms wird durch Bestrahlung mit NIR-Licht angeregt, indem NIR-Licht durch ROS
Bildung in der mitochondrialen Elektronentransportkette eine retrograde Signalantwort
generiert und so als Indikator fur entstandene Zellschaden dient [66].

FUr die Messung der Protein-Expression in Gewebe bedient man sich der Western-Blot-
Technologie, bei der ein spezifischer Antikorper verwendet wird, der das zu
interessierende Protein detektieren kann (Immunoblot) [66].

Auf ahnliche Weise werden bei der Immunfluoreszenzmikroskopie selbige Hautstanzen
mit fluoreszierenden sekundaren Antikorpern behandelt und so das MMP-1 Protein

mikroskopisch nachgewiesen.

Eine weitere Methode ist die nicht-invasive Resonanz-Raman-Spektroskopie. Bei dieser
Methode werden die antioxidativen Eigenschaften von Karotinoiden in der Haut genutzt.
So wird mit einem Argon-Laser die Konzentration von Karotinoiden vor und nach
Bestrahlung gemessen. Da sich die Karotinoidkonzentration nach Bestrahlung durch
Bildung von Radikalen und Reduktion durch jene Karotinoide verringert, kann indirekt auf
die Menge der entstanden Radikale geschlossen werden [95].
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8 Methoden

8.1 Studiendesign

Diese Pilotstudie hatte das Ziel, das Verhalten der Haut auf den ,Stressor”
elektromagnetische Strahlung im Hinblick auf die Bildung von Radikalen zu untersuchen.
Das elektromagnetische Spektrum ist weit gefachert und beinhaltet kurzwellige
,otrahlen®, wie z.B. Rontgenstrahlung, bis hin zu langwelligen ,Wellen®, wie z.B. den
Radiowellen, die jeweils sehr unterschiedlichen Eigenschaften aufweisen. Es kann
festgehalten werden, dass je kurzer die Wellenlange ist, desto geringer ist die
Eindringtiefe und desto hoher ist die Energie der Photonen. Da die Wirkung
unterschiedlicher Wellenlangen untersucht werden sollte, wurde in dieser Studie der
Wellenlangenbereich von 300-2000 nm analysiert. Die Radikalmessungen erfolgten fur
die folgenden 3 Spektralbereiche: UV (325-380 nm), VIS/NIR (400-2000 nm) und NIR
(780-2000 nm). Die Radikalproduktion durch den VIS-Bereich in vivo (400-700 nm) wurde
berechnet (Radikalproduktion VIS/NIR — Radikalproduktion NIR).

Da nicht nur die Wellenlage einen Einfluss auf die Bildung von Radikalen hat, sondern
auch die Herkunft und Beschaffenheit der Haut selbst, wurde mit verschiedenen

Hautmodellen gearbeitet.

Wenn die Radikalbildung vor und nach Bestrahlung gemessen werden soll, sind ESR-
Messungen in vivo schwierig durchzufuhren. Fur Bestrahlungsexperimente konnen
zuverlassige in vivo Messungsergebnisse nur in situ gemessen werden, wie karzlich fur
VIS/NIR-Bestrahlung gezeigt wurde [1, 116].

Im Zentrum des Interesses stand die Untersuchung der intakten Haut des Menschen. Nur
hier lassen sich die Reaktionen der Haut auf Stress durch Bestrahlung in physiologischer
Weise untersuchen. Zehn Probanden nahmen an der Bestrahlung mit UV-Licht Teil. Bei
zwei Probanden wichen die Messungen >25% von der Standardabweichung ab, sodass
sie von der Studie ausgeschlossen wurden. Bei den VIS/NIR-Licht Untersuchungen
nahmen ebenfalls zehn Probanden teil. Auch hier unterschieden sich bei einem
Teilnehmer die Messungen so stark, dass ein Ausschluss vorgenommen wurde. Bei der
ausschlieRlichen Bestrahlung mit NIR-Licht wurden insgesamt sechs Probanden

eingeschlossen.
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Da es aus Grunden der Praktikabilitat und Ethik leichter ist mit Hautmodellen, anstatt mit
Probanden zu arbeiten, erfolgten alle Untersuchungen aulerdem an der Haut von
Schweineohren (SWO) sowie an frisch resezierter Humanhaut nach Brust- und
Bauchhautresektionen. So ist es moglich, die Bildung von Radikalen in den
verschiedenen Modellen zu vergleichen und auf Unterschiede und eventuelle
Gemeinsamkeiten hin zu analysieren. In vivo sind Experimente nicht gut reproduzierbar
und aus ethischen Grunden nicht immer anwendbar. Vor allem ist aber die Bestrahlung
mit UV-Licht schwer zu begrianden. Deshalb wurde die Haut bisher meistens an Modellen,
also ex vivo untersucht. Nur in wenigen Studien wurden bisher Untersuchungen am
Menschen (in vivo) durchgefuhrt [8, 117, 118]. Mit UV-Licht wurde Haut von acht
Schweineohren und Haut von sechs Patienten nach Brust- und Bauchhautresektionen
bestrahlt.

Je dunkler/ gebraunter die Haut ist, desto weniger Radikale werden im UV-Bereich mittels
der ESR-Spektroskopie sichtbar. Dies liegt an den farbgebenden Melanozyten, welche
entstandene Radikale teilweise neutralisieren konnen. Die Untersuchungen fanden von
Herbst bis Winter statt. So wurde sichergestellt, dass die Haut der Probanden so wenig
wie moglich gebraunt war. Generell wurden Studienteilnehmer ausgewahlt, welche keine
Besuche im Solarium tatigten oder vor kurzem starker Sonnenstrahlung von einem
eventuellen Urlaub ausgesetzt waren. AulRerdem war es den Probanden untersagt, am
Tag der Untersuchung Hautpflegeprodukte am Unterarm aufzutragen. Alle Probanden
mussten einen Fragebogen ausflllen, der uber ihre Ernahrungsgewohnheiten und ihren

Lebensstil Auskunft gab.

VIS/NIR-Licht hat durch seine Wellenlangeneigenschaft die Moglichkeit, tiefer in Gewebe
einzudringen als UV-Licht. Eine zusammenfassende Ubersicht mit allen untersuchten
Wellenlangenbereichen ist in Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Ubersicht der Untersuchungen in den verschiedenen

Wellenldngenbereichen

8.2 Materialliste

Tabelle 6: Materialien

Material Hersteller

PCA (Carboxy-2,2,5,5-Tetramethyl-1- Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Pyrrolidinoxy)

Ethanol Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Epikutanpflaster (Okklusivplaster) Finn Chamber Epitest Ltd Oy, Helsinki,
Finland

Filterpapierscheiben Epitest Ltd Oy, Tuusula, Finland

Cyclohexan Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

L-Band ESR-Spektrometer LBM MT 03; Magnettech, Berlin,
Deutschland
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Sonnensimulator LS 0104

LOT Oriel GmbH & Co.KG, Darmstadt,

Deutschland

Abdeckglas Menzel-Glaser, Braunschweig,
Deutschland
Quarzglas SPI, Westchester, PA, USA

8.3 Auswahl der Probanden

Ein- und Ausschlusskriterien

Tabelle 7: Kriterien der Studie

Einschlusskriterien

Ausschlusskriterien

Vollendung des 18. Lebensjahres

Minderjahrige Probanden

Unterschriebene, schriftliche

Einverstandniserklarung

Nicht unterschriebene

Einverstandniserklarung

Gesunde Probanden

Zum Zeitpunkt der Messung erkrankte
Probanden

Keine Pigmentierungs- oder
Hautbarrierestérungen im Bereich der

Unterarme

Pigmentierungs- oder
Hautbarrierestérungen im Bereich der

Unterarme

*Tragen von metallischen Piercings oder

Implantaten

*Probanden, welche zum Zeitpunkt der
Untersuchung unter gro3erem Stress
standen

* Stress ist ein bekannter Ausldser fir ein geschwachtes antioxidatives Potential. Dies
kann die Bildung von Radikalen begunstigen. So wurden Probanden, welche im
Prufungsstress oder anderweitig unter physischen oder psychischen Druck standen,
nicht mit in die Studie eingeschlossen. Auch das Tragen von metallischen Objekten war

ebenso ein Ausschlusskriterium, da das ESR-Spektrometer starke Magneten enthalt.
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Alle Probanden, welche in die Studie eingeschlossen wurden, waren gesund, litten nicht
an Allergien oder Lebensmittelunvertraglichkeiten und wiesen einen Hauttyp Il nach
Fitzpatrick auf [119]. Somit wurden 23 gesunde Probanden im Alter zwischen 18-42
Jahren in die Studie eingeschlossen. Jeder Proband hatte des Weiteren eine schriftliche
Einverstandniserklarung unterschrieben. Die Ethikkommission der Charité -
Universitatsmedizin Berlin stimmte der Studie im Einverstandnis mit der Erklarung von

Helsinki von 1983 zu.

Tabelle 8: Anzahl, Alter BMI und Rauchgewohnheiten der Probanden

uv VIS/NIR NIR gesamt
gesamt 8 9 6 23
Anzahl mannlich 5 4 2 11
weiblich 3 5 4 12
MW 24.25 27.6 25.5 25.78
SD 4.3 6.76 1.87 4.31
Alter (Jahre) :
min 18 22 23 21
max 32 42 28 34
MW 24.2 22.57 22.43 23.06
SD 1.11 2.06 1.76 1.65
BMI [kg/m’] .
min 23.52 20.07 20.41 21.33
max 26.51 26.21 25.14 25.95
. 4 3 2 9
Rauchgewohnheit
NR 4 5 4 13

Die genaue Verteilung der Probanden, mit Alter, BMI und Rauchergewohnheiten ist in
Tabelle 8 tabellarisch dargestellt.

Es wurde eine ausgewogene Menge an Rauchern und Nichtraucher rekrutiert. Der
Grofteil der Probanden war zwischen 20 und 30 Jahre alt. Da ein zu hoher Wassergehalt
im Arm das ESR-Signal schwacht, wurde darauf geachtet moglichst keine
ubergewichtigen Probanden zu rekrutieren. Der BMI bewegte sich im Durchschnitt
zwischen 20-25. Im Durchschnitt haben Manner umfangreichere Unterarme welche auch
signaldampfend wirken. Die Geschlechter der Probanden sind ebenfalls weitestgehend

harmonisch verteilt.
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8.4 Fragebogen zu Ernahrungs- & Lebensgewohnheiten

Alle Probanden haben vor der Messung einen Fragebogen zu Ernahrungs- und
Lebensgewohnheiten ausgefillt (S. 76), welcher von A. Lauer entwickelt wurde [120].
Dieser enthielt ein breites Spektrum an Faktoren, welche das antioxidative System der
Haut direkt und indirekt beeinflussen konnten. Zu den direkten Einflissen gehoren
beispielsweise die Anwendung von Pflegecremes mit eventuell enthaltenen
Antioxidantien, der Hauttyp nach Fitzpatrick [119], Solariumbesuche, die
durchschnittliche Sonnenexposition sowie Anwendung von Sonnencremes mit
Lichtschutzfaktor. Aufierdem wurde nach indirekten Einflussen, wie dem Auftreten von
Stress im Privat- oder Berufsleben, der Frequenz von sportlicher Betatigung, der Anzahl
von Infekten oder Magen- Darmerkrankungen pro Jahr sowie nach Rauch- oder
Alkoholgenuss gefragt.

Die Probanden sollten weiterhin Angaben zu ihrer Ernahrung machen. So wurde nach
dem Anteil von kohlenhydrathaltiger und fettreicher Nahrung gefragt. Bei konsumiertem
Obst und Gemuse wurde eine Liste mit typischen regionalen sowie importierten
Lebensmitteln vorgegeben, in der die Haufigkeit des Verzehres vermerkt werden sollte.
Probanden, welche viel oder wenig Obst und Gemise zu sich nahmen, wurden in die
Gruppen ,antioxidantienreiche Ernahrung” und ,antioxidantienarme Ernahrung®
eingeteilt. So konnte spater die Menge der entstandenen Radikalen nach Bestrahlung in
Relation mit den Ernahrungsgewohnheiten gesetzt werden, mit dem Ziel eine eventuelle

Korrelation zu erkennen.

Da diese Lebensumstande das antioxidative System positiv wie auch negativ
beeinflussen konnen, ist es unabdingbar zu wissen, unter welchen Einflissen die
Probanden standen. So konnte eine vergleichsweise geringe Bildung von Radikalen in
der Haut, z.B. mit einer vitaminreichen Ernahrung oder einem stressarmen Lebensstil in

Verbindung gebracht werden.
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8.5 Vorbereitung der Haut fir in vivo ESR-Messungen

In dieser Studie sollte der Frage nachgegangen werden, wie viele Radikale in der
menschlichen Haut nach Bestrahlung mit verschiedenen Wellenlangenbereichen
entstehen. Hierflr wurde die Elektronen-Spin-Resonanzspektroskopie (ESR) genutzt. So
war es maoglich, entstandene Radikale von Probanden am Ort der Entstehung in vivo zu
messen. Den lebenden Menschen zu untersuchen ist von grundlegender Bedeutung, da
nur hier vitale, biologische Prozesse ablaufen, welche nicht simuliert werden konnen und

einen erheblichen Einfluss auf die Bildung von Radikalen haben.

Es wurde den Probanden das Testradikal PCA (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
auf ihre Haut aufgetragen. Nachdem die Haut bestrahlt wurde, kam es durch diesen
Stress auf die Zellen, zur Bildung von Radikalen. Diese Radikale haben sich mit dem
PCA verbunden und konnten so uber den Abfall des ESR-Signals indirekt detektiert

werden.

Zur Messung der Bildung von Radikalen wurde die Innenseite des Unterarmes der
Probanden gewahlt. Dieses Hautareal ist relativ gering gebraunt, was zu einer
vergleichsweise hoheren Bildung von Radikalen, als am auflieren Unterarm oder im
Gesicht fuhrt. Zunachst wurden im untersuchten Bereich befindliche Haare entfernt und
die Haut mit einem in Ethanol (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) getranktem
Papierhandtuch gereinigt, um den Fettgehalt der Haut der unterschiedlichen Probanden
anzugleichen. Anschlieend wurden an zwei verschiedenen Stellen des Unterarms zwei
Messareale markiert. Hiernach wurden auf dem Unterarm zwei Filterpapiere aufeinander
platziert (Epitest Ltd Oy, Tuusula, Finland). Darauf wurden 100 pl 0.8% PCA (3-carboxy-
2,2,5,5-tetramethyl-1-pyrrolidinyloxy) Loésung (50 mM, Ethanol/Wasser; 1:1(v/v))
aufgetragen und okklusiv abgeklebt (Finn Chamber Epitest Ltd Oy, Helsinki, Finland).

Nach einer Penetrationszeit von 40 Minuten erfolgte die Entfernung der
Okklusionsbedeckung sowie der Filterpapierscheiben. Der Arm des Probanden wurde
einmal abgetupft und in der ESR-Halterung eingespannt. Die Probanden lagen wahrend
der gesamten Messung ruhig auf einer Liege, damit Muskelzuckungen oder gar
Bewegungen des Armes das empfindliche ESR-Signal nicht beeinflussten.
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8.6 Probenvorbereitung fiir die ex-vivo-ESR-Untersuchungen

Untersuchung von Schweinehaut

Abbildung 10: Préaparierung der Schweineohren

Die Haut des Schweineohrs (SWO)
hat sich als gutes Modell fir
menschliche Haut bewiesen [118].
Haag et al. zeigten, dass die
Katalaseaktivitdt der Schweinehaut
ahnlich zu der des Menschen ist.
Katalase ist ein antioxidatives Enzym,

~ welches den Korper vor

Oxidationsprozessen  schitzt. Es
wandelt Wasserstoffperoxid zu
Sauerstoff und Wasser um. Nach der

; # Bestrahlung durch UV-Licht wurden
I vergleichbar viele Radikale bei

Humanhaut und Schweinehaut
nachgewiesen [125]. Der grof3e Vorteil
von Tiermodellen ist die gute
Verfugbarkeit im  Vergleich zu
menschlicher Haut. Alle verwendeten

Schweineohren stammen von einem

lokale Bauern (Gerald Nusche, Niederlehme, Brandenburg). Genehmigt wurden die

Nutzung der Schweineohren flir diese Experimente durch das Veterindar- und

Lebensmittelliberwachungsamt Landkreis Dahme - Spreewald.
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Zunachst wurden die  Schweineohren
gereinigt, vorhandene Haare entfernt und die
Haut mit Ethanol gesaubert. Die Haut wurde
mit  Klebestreifen abgeklebt und der
Klebestreifen danach abgerissen. Mithilfe
dieser Technik ist es mdglich, die Hautbarriere
etwas zu schwachen und so das Eindringen
des Spinmarkers PCA zu erleichtern. Da die
gemessenen Radikale nicht auf der
Hautoberflache, sondern innerhalb des
oberen Hautgewebes entstehen, ist es mit
dieser Methode moglich, die oxidativen
Prozesse der oberen Hautschicht zu
untersuchen. Zwei Hautbiopsien wurden mit

einem Durchmesser von 17 mm aus dem Ohr

herausgestanzt.

Abbildung 11: Bestrahlung der Hautbiopsie
mit UV-Licht

Auf diesen Hautproben wurde jeweils ein Filterpapier platziert. Um eine ahnliche
Intensitat wie in vivo zu erreichen, wurden nur 50 pl 0.8% PCA Lésung (50 mM,
Ethanol/Wasser; 1:1; (v/v)) aufgetragen und okklusiv abgeklebt.

Nach einer Penetrationszeit von 20 Minuten wurde die Okklusionsbedeckung entfernt,
das Ohr einmal abgetupft und auf einem Objekttrager festgeklebt. AnschlieRend wurde
der Objekttrager auf einer speziellen Halterung im ESR-Gerat befestigt.

Praparation von Human exzidierter Haut fur ESR-Messungen

Die Haut des Menschen ist fur die Forschung von gro3em Interesse. Tiermodelle lassen
sich zwar als Vergleich nutzen, doch deren Untersuchungsergebnisse liefern nur eine
ungefahre Aussage. Der Nachteil von human exzidierter Haut ist zum einen die schlechte
Verfugbarkeit und zum anderen die geringe biologische Restaktivitat, welche fur die
Bildung von Radikalen wichtig ist.
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Von sechs Probanden (vier Frauen, zwei Manner) im Alter von 48 bis 76 Jahren wurde
im Rahmen von drei Brust- und drei Bauchhautresektionen Haut enthommen. Die Haut
wurde gekuhlt gelagert und am selben Tag fur ESR-Messungen verwendet.

Die exzidierte Humanhaut wurde mit Ethanol gereinigt, Haare sowie das
Unterhautfettgewebe entfernt und jeweils zwei 17 mm gro3e Hautbiopsien auf einen
Objekttrager geklebt. Um eine ahnliche Intensitat wie in vivo zu erreichen, wurden nur 50
ul 0.8% PCA fur 20 Minuten auf ein Stlck Filterpapier gegeben und okklusiv abgeklebt.

8.7 Bestrahlung

Die Haut (in vivo /ex vivo) wurde mit einem Sonnensimulator (LS 0104, LOT Oriel GmbH
& Co.KG, Darmstadt, Deutschland) bestrahlt. Dieser Simulator verfugte in etwa Uber die

zweifache Leistung der Sonnenstrahlung.

Um das UV-Spektrum zu erhalten, wurden ein Sonnenspektrumfilter, ein Graufilter und
ein Gaul¥filter verwendet. Zum Weiterleiten des Lichtes wurde eine Lichtleitfaser fur UV-
Licht genutzt.

Fir das VIS/NIR-Spektrum kam ein Sonnenspektrum Filter zum Einsatz. Das Licht wurde
mit einer VIS/NIR-Lichtleitfaser weitergeleitet.

Um das NIR-Spektrum zu erhalten, kam ein NIR-Filter und einen Sonnenspektrum-Filter
zum Einsatz. Das Licht wurde auch mit einer VIS/NIR-Lichtleitfaser weitergeleitet.

8.8 ESR-Parameter und Messdurchfiihrung

Die Radikalbildung wurde mit einem L-Band ESR-Gerat LBM MT 03 (Magnettech, Berlin,
Germany) gemessen. Folgende Einstellungen wurden fir das ESR-Spektrometer
gewahlt: Mikrowellenfrequenz (1.3 GHz), Zentrales Magnetfeld (46 mT), Magnetfeld-
(sweep) Breite (8 mT), Magnetfeld-(sweep) Zeit (10 s) und eine modulierbare Amplitude
von (0.15 mT).
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In-vivo-Messdurchflihrung

Wahrend der UV-Bestrahlung wurde sechs Minuten lang ein Ausgangssignal ermittelt,
um die bereits vorhandenen Radikale sowie die Ausgangsintensitat, die Baseline des
Markers, zu messen. Danach wurde mit UV-Licht an der gleichen Position mit einer
Leistung von 1.16 mW/cm? (0.348 J/cm?), welche 0.1 mW/cm? (30 mJ/cm?) UV-B enthielt,
fur funf Minuten bestrahlt. Damit die Haut nicht mit dem ESR-Sensor in Beruhrung kam,
wurde ein Quarzglas (SPI, Westchester, PA, USA) zwischen Haut und Sensor gelegt.
Quarzglas ist durchlassig fur UV-Licht im Gegensatz zu normalem Glas, welches UV-
Licht absorbiert.

Bei der Untersuchung mit VIS/NIR-Licht war die Durchfihrung &hnlich. Da diese
Wellenlange jedoch weitaus weniger Energie als UV-Licht aufweist, wurde eine langere
Bestrahlungszeit gewahlt. So konnten genugend Radikale entstehen, um diese
signifikant nachweisen zu konnen. Es erfolgte 12 Minuten lang die Ermittlung des
Ausgangssignals, danach wurde auch hier an der gleichen Stelle bestrahlt. Allerdings mit
einer héheren Leistung von 120 mW/cm? (72 J/cm?) und anstatt 6 Minuten fir nun 10
Minuten. Damit die Haut keinen Kontakt mit dem Sensor bekam, wurde hier ein normales
Abdeckglas (Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland) zwischen Sensor und zu
messender Haut gelegt. Dieses Glas ist durchlassig fur sichtbares- sowie infrarotes Licht,
jedoch nicht fur UV-Licht.

Bei der Bestrahlung mit NIR-Licht wurde ebenfalls eine langere Bestrahlungszeit gewahlt,
da auch NIR-Licht, im Vergleich zu UV-Licht, weniger energetisch ist. Um dennoch genug
Radikale messen zu konnen, wurde 12 Minuten lang ein Ausgangssignal ermittelt.
Anschliellend wurde auch hier an der gleichen Stelle, aber mit einer Leistung von nur 60
mW/cm? (36 J/cm?), fir 10 min bestrahlt. Hier wurde ebenfalls ein Abdeckglas zwischen

Sensor und Haut gelegt.

Zur Verbesserung der Reproduzierbarkeit wurden jeweils Doppelmessungen am selben
Probanden durchgefuhrt und daraus Mittelwerte gebildet. Alle Messwerte wurden jeweils
auf die erste Messung normiert. Die bestrahlten Messwerte wurden von den
unbestrahlten Ausgangswerten abgezogen, um auf diesem Weg die Anderung der
Radikalproduktion durch Bestrahlung berechnen zu kénnen.
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Ex vivo Messdurchfihrung

In den ex vivo Untersuchungen war das grundsatzliche Vorgehen und die
Bestrahlungsleistung entsprechend den in vivo Messungen. Mit UV-Licht wurde jedoch
12 Minuten lang ein Ausgangssignal ermittelt. Danach erfolgte die Bestrahlung fur 10
Minuten an der gleichen Position. Um das Signal zwischen den in vivo- und ex vivo

Messungen zu adaptieren, wurde die Dampfung dem Probenvolumen jedoch angepasst.

Insgesamt wurden acht Schweineohren mit UV-Licht und zehn Schweineohren mit
VIS/NIR-Licht bestrahlt. Fir die Untersuchung der Radikalproduktion in exzidierter
Humanhaut wurden jeweils sechs Proben mit UV-Licht sowie sechs Proben mit VIS/NIR-
Licht bestrahlt.

8.9 Lipidextraktion

Der oberflachliche Hautlipidfilm besteht aus Lipiden der Talgdrisen der Dermis und aus
den Lipiden der Korneozyten der Epidermis. Mithilfe dieser Fette ist es der Haut moglich,
den Wasserverlust zu begrenzen und dem Eindringen von koérperfremden Stoffen
entgegenzuwirken. Da der Verlust von Lipiden zu einer gestorten Barrierefunktion fuhrt,
sollte die Lipid-Zusammensetzung der Haut der Probanden auf Veranderungen nach
Bestrahlung mit UV- und VIS/NIR-Licht untersucht werden.

Um Fette aus der Haut I6sen zu kdnnen, wurde ein Gemisch aus Cyclohexan (Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) und Ethanol (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) (1:4 (v/v))
verwendet. Vor und nach der Bestrahlung erfolgte die Bestimmung der Lipide in der
oberen Hautschicht an 2zwei nah beieinanderliegenden Hautarealen. Fur die
Herauslosung der Lipide an den beiden Stellen wurde ein Zentrifugationsrohrchen
(Oberflache 7.3 cm?) mit 5 ml Lésung gefiillt und dieses auf den Unterarm gepresst. Die
Probanden wurden angewiesen 1 Minute lang den Arm samt Rohrchen zu schitteln,
damit die FlUussigkeit die Lipide aus der Haut extrahieren konnte. Dieser Ablauf wurde an
selbiger Stelle noch zwei weitere Mal mit neuen Rohrchen samt neuer Mixtur wiederholt,
um insgesamt drei Mal 5 ml Losung zu erhalten. Diese 2 x 15 ml Hautlipidextrakt wurden
in zwei Rohrchen gesammelt und bei — 20 °C tief gefroren, um es fur die spatere Analyse
zu konservieren. Die extrahierten Lipide wurden mit Hochleistungs-Dunnschicht-
Chromatographie (HPTLC) analysiert.
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8.10 Lipidanalyse mit HPTLC

Mit der Hochleistungsdinnschichtchromatographie (HPTLC) ist es mdglich, Lésungen,
z.B. Fettbestandteile, aufzutrennen und die Masse der einzelnen Bestandteile zu
bestimmen. Dabei wird das Gemisch in der ,mobilen Phase® mithilfe eines Losungsmittels
zu einer ,Saule” weitergeleitet. Diese Saule ist hohl, meist mit Kieselgel gefullt und wird
,Stationare Phase” genannt. In dieser werden die Bestandteile der Losung durch ihre
polaren Eigenschaften aufgetrennt. Ihre Auswertung erfolgt mit einem Densitometer, dem
sogenannten TLC-Scanner. Dabei wird die Farbdichte der Banden im sichtbaren und im
ultravioletten Spektralbereich quantitativ gemessen und es kann auf diesem Weg eine
Aussage Uber den Anteil der verschiedenen Lipide getroffen werden.

Die Analyse der Lipide wurde mit wenigen Anderungen nach der Prozedur von Farwanah
et al. [121] vollzogen, mit geringfiigigen Anderungen die denen von S.F. Haag et al. [122]
entsprechen. Fur die Analyse der Lipide der Haut wurden 10 pl der Losung auf 6 mm
Banden bei einem Fluss von Stickstoff auf Siliziumgel Platten gegeben, zu sehen in
Abbildung 12 [1]. (HPTLC, Siliziumgel 60, Merck, Darmstadt, Germany, 10 x 20 cm,
vorbehandelt mit Methanol/Chloroform (v/v, 1:2) mit einem HPTLC Autosampler (ATS4,
CAMAG, Muttenz, Schweiz)).
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Tabelle 9: Lipide des Densitogrammes

Nr. | Substanz Hersteller | Summenformel
10 | Squalen Sigma CsoHso
W 9 Cholesterol-Oleat Sigma CasH7802
OT — 10— 8 | Glycerol-Trioleat Sigma Cs7H10406
ioa-- s 7 | Olsaure Sigma C18H3402
o 6 Cholesterol Sigma C27H460
06_- : e 5 | Cer[NS] Sederma | CasH73NO4
'M’. e 4b | Cer [NP2] Sigma -
4a | Cer [NP1] Sigma -
| 4 Cer [NP] Evonik CasH73NO4
oaf 3 | Cer[AP] Evonik -
! 2 Cholesterol-3-sulfat | Sigma C27H4504SNa
Al izg g:: 1| Phosphatidylcholin | Sigma/ | -
_— %: | und Sphingomyelin | Fluka /C41H84N206P
H S

Abbildung 12: Densitogramm
H: Stratum corneum-Extrakt aus Humanhaut

S: Standard Lipid Mix 1]

Die Losung wurde einmal pur und einmal verdinnt (Verdinnungsfaktor 4) gemessen. Die
Lipide wurden nach Farbung mit 10 % CuSOs4 (Rot), 8 % H3PO4 (Merck) und in wassriger
L6sung quantifiziert, indem sie fur 8 Minuten bei 180 °C erhitzt wurden. Dafur wurde ein
TLC Wellenlangen-Scanner 3 (CAMAG) mit einer WIinCATS Software (Version
1.4.4.6337) benutz, der bei einer Wellenlange von 600 nm maf. Fur diesen Zweck
wurden folgende Substanzen benutzt: L-a-Phosphatidylcholin, Cholesterin, Olséure,
Triolein, Cholesterinester, Natriumcholesterinsulfat, Squalen, Sphingomyelin (alle von
Sigma Aldrich), Ceramide [NS] (Sederma, Nettetal, Germany), Ceramide [NP], und
Ceramide [AP] (Evonik, Essen, Deutschland). Alle Substanzen wurden in einer Mischung
aus Methanol/Chloroform (1:1, (v/v)) aufgel6ést. Fur die Bestimmung der einzelnen
Komponente aus der Losung im Stratum corneum wurde das Standard Ceramid [NP]
verwendet. Die Menge von L-a-Phosphatidylcholin und Sphingomyelin wurde als Summe
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bestimmt (sum PC + SM). Es wurde weiterhin drei Mal mit zehn Eichldsungen der

Standardmixtur kalibriert.

8.11 Statistik

Mit dem Programm Cu3.exe (Magnettech, Berlin, Deutschland) wurden die ESR-Signale
aufgezeichnet. Hiermit ist es auch moglich, die einzelnen Einstellungen des ESR-

Gerates, wie etwa die Mikrowellenfrequenz, zu verandern.

Die erhaltenen ESR-Spektren wurden mit dem Programm MPlot (Magnettech, Berlin,
Deutschland) ausgewertet. Um das Signal-Rausch Verhaltnis zu verbessern, wurden
jeweils 4 aufeinanderfolgende ESR-Spektren zu einem einzigen Spektrum

zusammengefasst.

In der Studie wurde insgesamt 23 Probanden untersucht. An jedem Probanden erfolgte
eine Doppelmessung. Wich die Ratenkonstante der beiden Messungen 30% voneinander
ab, wurde der Proband aus Griunden der Reproduzierbarkeit von der Studie
ausgeschlossen. Die Messwerte der beiden Messungen wurden gemittelt und die
Standartabweichung sowie der Standartfehler berechnet. Alle Messergebnisse wurde auf
ihre Signifikanz hin untersucht, wobei p < 0,05 als signifikant unterschiedlich definiert

wurde.
(*=pS 0,05; **=pS 0,01; ***pS 0,001)

Die Daten wurden auf ihre statistische Signifikanz mit dem Programm SPSS 19 (SPPSS
Inc., Chicago, Il, USA) unter Windows gepruft. Angewandt wurde der Mann-Whitney U-
Test.
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9 Ergebnisse
9.1 Radikalbildung durch UV-Licht

Ziel dieser Untersuchung war es zu analysieren, wie sich UV-Strahlung auf die
menschliche Haut in vivo auswirkt, genauer gesagt, wie viele Radikale dabei entstehen.
Jung et al. sowie Zastrow et al. bestrahlten bereits Humanhaut ex vivo mit UV-Licht [3,
117]. ESR-Messungen sind in vivo  schwierig durchzufuhren. Far
Bestrahlungsexperimente konnen zuverlassige in vivo Messergebnisse nur in situ

gemessen werden, wie kirzlich bei VIS/NIR-Bestrahlung gezeigt wurde [1, 116].

In dieser Studie wurde unter anderem menschliche Haut in vivo bestrahlt. Mit UV-Licht
ist es in vivo nicht moglich Haut so lange zu bestrahlen, wie es ex vivo der Fall ist. Dies
liegt an der minimale Erythemdosis von 30 mJ/cm?, welche aus ethischen Griinden nicht
uberschritten werden darf. Kein Proband entwickelte ein Erythem.

Bei den Probanden ist erst 6 Minuten lang ein Ausgangssignal ermitteln worden, danach
wurde 5 Minuten lang mit UV-Licht bestrahlt (Abbildung 13 A). Das ESR-Signal blieb ohne
Bestrahlung bei allen Experimenten relativ konstant.

Bei den Hautbiopsien von Schweineohren sowie der human exzidierten Haut wurden
jeweils 10 Minuten lang ein Ausgangssignal ermittelt und anschlielfend 10 Minuten lang
mit UV-Licht bestrahilt.

Nach dem Einsetzten der Bestrahlung, fiel das ESR-Signal verschieden stark ab. Um die
Anderung der Radikalproduktion zu errechnen, wurden die bestrahlten Werte von den

Ausgangswerten abgezogen, was in Abbildung 13 dargestellt ist.
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Abbildung 13: Abfall der relativen ESR-Intensitét nach Bestrahlung mit UV-Licht

UV-Licht bestrahlte Haut von Probanden in vivo (A), Schweineohren (B) sowie von human
exzidierter Haut (C) mit jeweils 1,6mW/cm? (MW = SEM).
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Die Bestrahlung mit UV-Licht zeigte unter vergleichbaren Bedingungen bei in vivo und ex
vivo Untersuchungen (humane Haut und Schweinehaut Biopsien) Unterschiede in der
Bildung von freien Radikalen, wie der Vergleich in Abbildung 14 veranschaulicht.

Es zeichnete sich deutlich ab, dass sich in vivo die meisten Radikale bilden. Die
Messungen waren im Vergleich zu human exzidierter Haut hochsignifikant (P < 0,001),
gefolgt von Biopsien der Haut von Schweineohren, welche eine Signifikante (P < 0,05)
2,8-fach kleinere Zunahme der kumulativen Radikalbildung zeigten. Die Biopsien von
human exzidierter Haut zeigte die niedrigste Bildung an freien Radikalen. Hier wurden,
im Vergleich zu in vivo bei 4 Minuten, ca. 3,5-mal weniger Radikale gebildet, wobei der

Unterschied zu Schweinehaut nicht sehr grof} war.
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%k Kk
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0,14 -
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*
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UV in vivo human UV ex vivo SWO UV ex vivo human

rel. kumulative Radikalproduktion / a.u.

Abbildung 14: Vergleich der Radikalbildung mit UV-Licht nach 2 und 4 Minuten

In vivo bei 4 Minuten um Faktor 3 mehr Radikalproduktion als SWO und Faktor 4 mehr
Radikalproduktion als ex vivo. MW + SEM, * p< 0,05, *** p< 0,001

Die Unterschiede der Menge der gebildeten Radikale bei 2 und 4 Minuten sind ebenfalls
in Abbildung 14 dargestellt. Bei den in vivo Versuchen kam es nach 4 Minuten zu der
hochsten Radikalproduktion gefolgt von Haut von Schweineohren mit Verminderung auf
32,69 £ 4,02 % und einer weiteren Verminderung bei human exzidierter Haut auf 24,36
+ 5,19 %.
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Zwischen den einzelnen Experimenten ist nicht nur die Menge der gebildeten Radikale
unterschiedlich, auch die Kinetik verhalt sich individuell anders. So ist bei der Bildung von
Radikalen in vivo ein sehr steiler Anstieg zu erkennen, welcher im Verlauf in die Sattigung
fallt. Human exzidierte- und Schweinehaut bilden eher linear Radikale, welche nicht in

eine Sattigung zu scheinen gehen (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Vergleich der zeitlichen Abhéngigkeit der Radikalbildung wéhrend der UV
Bestrahlung

Probanden (blau), Schweineohren (griin) und human exzidierten Haut (rot) mit jeweils
1,16mW/cm?, MW + SEM, * p< 0,05, *** p< 0,001

9.2 Radikalbildung durch sichtbares und nahes infrarotes Licht

In einem zweiten Teil wurde Haut mit VIS/NIR-Licht bestrahlt. Auch hier sollte untersucht
werden, wie sich menschliche Haut im Verhaltnis zu Schweinehaut und human
exzidierter Haut bei der Bestrahlung verhalt. Mit VIS/NIR-Licht war es langer mdglich
Haut zu bestrahlen. Im Unterschied zu UV-Licht, welches ein Erythem nach funf Minuten
Bestrahlungszeit induziert, konnte VIS/NIR-Licht fur zehn Minuten angewandt werden —

es entstand auch hier bei keinem Probanden ein Erythem.
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In Abbildung 16 ist zu sehen, dass in vivo bei 4 Minuten der grofdte Anteil an Radikalen
produziert wurde, gefolgt von Schweinehaut mit noch 72,41 + 18,3 % der Radikale und
human exzidierter Haut mit 40,92 + 8,08 % der Radikale. Die Menge der produzierten
Radikale ist zwar geringer als bei den UV-Untersuchungen, das Verteilungsmuster ist
jedoch ahnlich. Die Bestrahlung mit VIS/NIR-Licht zeigt bei vier Minuten, bei allen
Untersuchungen, eine signifikante Bildung von freien Radikalen. /n vivo wurde jedoch ein
Faktor von 0,6 niedrigerem Signal bei 0,07 £ 0,03 a.u. im Vergleich zu UV-Licht
gemessen. Die Menge an freien Radikalen in vivo, nach einer Bestrahlungszeit mit
VIS/NIR-Licht von 10 Minuten, istimmer noch geringer verglichen mit der UV-Bestrahlung

in vivo nach vier Minuten (Abbildung 19).
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Abbildung 16: Sdulendiagramm UV und VIS/NIR Vergleich bei 4 Minuten

Vergleich der Radikalbildung unter UV-Licht (hell) und VIS/NIR-Licht (dunkel) bei den
Probanden, den Schweineohren und der human exzidierten Haut bei 4 Minuten. UV-Licht
mit 1,6mW/cm? und VIS/NIR-Licht mit 120mW/cm?. MW + SEM, *** p< 0,001

Auch die Kinetik verhalt sich anders. So ist bei den Probanden in vivo langst nicht so ein
steiler Anstieg zu sehen wie bei den UV-Messungen. Im Verlauf der Bestrahlung fallt die
Radikalproduktion auch nicht so schnell in die Sattigung, was in Abbildung 17 zu sehen
ist. Die Unterschiede zwischen der in vivo und ex vivo Gruppe sind bei der Bestrahlung
mit VIS/NIR-Licht weniger stark ausgepragt als bei UV-Licht. Bei VIS/NIR-Licht

bestrahlter Humanhaut unterscheiden sich in vivo und ex vivo um einen Faktor von zwei.
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Abbildung 17: Vergleich der zeitlichen Abhédngigkeit der Radikalbildung wéahrend der
VIS/NIR-Bestrahlung

Probanden (blau), Schweineohren (griin), human exzidierte Haut (rot) mit jeweils
120mW/cm? (nach 10 Minuten 72 mJ/cm?). In vivo bei 4 Minuten um Faktor 1,4 mehr
Radikalproduktion als SWO und Faktor 2,5 mehr Radikalproduktion als ex vivo. MW +
SEM, ** p< 0,01, *** p< 0,001

9.3 In vivo Radikalbildung durch NIR-Licht

In diesem Untersuchungsabschnitt sollte ausschliel3lich das mogliche, schadliche
Potential von NIR-Licht untersucht werden. NIR-Licht induzierte Radikale setzen die
Aktivitat von Enzymen voraus. Diese sind in exzidierter Haut stark reduziert. Daher
wurden ausschlieBlich in vivo Messungen durchgefuhrt. Um die verschiedenen
Wellenlangenbereiche in vivo vergleichen zu konnen, wurden ausschlieRlich Probanden

mit Infrarotlicht bestrahl.

Die untersuchten Personen zeigten bei der Bestrahlung mit NIR-Licht die geringsten
Veranderungen in Bezug auf die Radikalbildung. Zieht man die Radikalmenge gebildet
im NIR-Bereich von der Bildung im VIS+NIR-Bereich ab, werden trotzdem noch 34 % der
Radikale im NIR-Bereich gebildet. Bei 4 Minuten entstanden 18 % der Radikale, welche
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durch UV-Licht entstanden sind. Das entspricht einem Faktor von 5,4. Die Radikalbildung

verlauft initial linear und geht dann in eine leichte Sattigung Uber.
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Abbildung 18: Kumulative Radikalbildung nach NIR-Bestrahlung in vivo

Anderung der Radikalproduktion der Probanden bei Infrarot Bestrahlung mit 60mW/cm?
(36 J/cm? nach 10 Minuten) MW + SEM.
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9.4 In vivo Vergleich Radikalproduktion UV, NIR, VIS

Die Bildung von Radikalen wurde bei allen Wellenlangenbereichen an Probanden in vivo
untersucht. In Abbildung 19 ist die kumulative Radikalbildung Uber die Zeit dargestellt.
Die Untersuchung an den Probanden mit UV-Licht wurde 5 Minuten lang durchgefuhrt,
um die minimale Erythem Dosis (30 mJ/cm?) nicht zu Gbersteigen.

Werden die verschiedenen Spektralregionen verglichen, ist deutlich zu erkennen, dass
UV-Strahlung die meisten Radikale gebildet hat. Bei Bestrahlung mit VIS- und NIR-Licht
kam es zu einer niedrigeren Radikalbildung, wobei durch NIR-Licht am wenigsten
Radikale gebildet wurden. Nach 2 Minuten wurde bei allen Spektralbereichen ein
Sattigungseffekt gesehen. Die kumulative Radikalproduktion von UV-Licht bei 4 Minuten
Bestrahlungszeit ist 2,3-mal hoher als bei VIS-Licht und 5,8-mal hoher als bei NIR-Licht
(Abbildung 20)
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Abbildung 19: Liniendiagramm in vivo Vergleich

Vergleich der Anderung der Radikalproduktion der Probanden. Es wurde mit: (1) UV-Licht
(1,16mW/cm?), (2) VIS-Licht und (3) NIR-Licht (60mW/cm?) bestrahlt. Die VIS Werte
wurden errechnet. MW = SEM, ** p< 0,01, *** p< 0,001
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Abbildung 20: S&dulendiagramm Vergleich in vivo

Vergleich der Radikalbildung der Probanden bei 2 Minuten (hellblau) und bei 4 Minuten
(dunkelblau), welche mit UV und NIR bestrahlt wurden. Die VIS-Werte sind aus den
VIS/NIR- und NIR-Daten errechnet wurden. Bei UV bei 4 Minuten um Faktor 2.55 mehr
Radikalproduktion VIS und Faktor 5,49 mehr Radikalproduktion als NIR. MW + SEM, **
p< 0,01, *** p< 0,001

9.5 Lipidextraktion

Die Analyse der Lipidzusammensetzung in vivo zeigte nach der Bestrahlung mit UV-Licht
eine Veranderung der Konzentrationen der Stratum corneum-Lipide (Abbildung 21). So
kam es zu einer Abnahme von Olsaure, Glycerol-Triolat, der Ceramid Untergruppen [AP,
AP1 und AP2] und zu einem Anstieg von Cholesterol-3-Sulfat sowie der Ceramid
Untergruppen [NP und NP2].

Mit VIS/NIR-Licht bestrahlte Haut zeigte hingegen ein Anstieg der Ceramid Untergruppen
[NP und AP1+AP2], Olsdure, Squalen sowie Cholesterol Oleat und einen signifikanten
Abfall von Cholesterol-3-Sulfat. Alle anderen Stratum corneum-Lipide zeigten nach
Bestrahlung mit den Spektralbereichen VIS/NIR oder UV keine Veranderung.
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Abbildung 21: Sdulendiagramm der Lipidextraktion

vor und nach Bestrahlung mit UV-Licht mit 1,16mW/cm? (n=8) (oben) und VIS/NIR-Licht
mit 120mW/cm? (n=6) (unten), PC + SM (L-a-Phosphatidylcholin und Sphingomyelin), Cer
(Ceramide) MW + SEM
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9.6 Erndhrungs- & Lebensgewohnheiten

Die Auswertung der Fragebdgen der Probanden hat keine Korrelationen in Hinblick auf

die Radikalbildung ergeben.

Probanden, welche sich im weitesten Sinne gesund ernahrten, bildeten nicht
nachweisbar weniger Radikale als Probanden die vergleichsweise weniger Obst und
Gemuse als Bestandteil in ihrer Ernahrung hatten. Auch wurden keine Unterschiede in

der Radikalbildung bei Rauchern und Nichtrauchern gefunden.

10 Diskussion

Durch vermehrte Aufenthalte in der Sonne in der Freizeit und durch das Schonheitsideal
einer gebraunten Haut, steigt die Strahlenbelastung und damit die Bildung von freien
Radikalen in der Haut in der Bevolkerung an [123]. Auch die wachsende
Umweltverschmutzung, verbunden mit der Verringerung der Ozonschicht, tréagt zu
diesem Trend bei. Durch Sonnenschutzmittel kann der UV-Bereich effektiv abgedeckt
werden, jedoch bleibt der VIS/NIR-Bereich ungeschitzt. Mallnahmen zum Schutz dieser
steigenden Belastung zur Pravention von bosartigen Hauterkrankungen sind wichtig und

werden oft unterschatzt.

Daher wurde in dieser Dissertation die Reaktionen von Haut auf die Bestrahlung von
Wellenlangen im Bereich UV, VIS/NIR und NIR untersucht. Es wurde mittels der ESR-
Spektroskopie eine quantitativ nachweisende Methode angewandt, um das schadigende
Potential der verschiedenen Lichtspektren zu analysieren. Dabei wurden die
entstandenen Radikale nach Bestrahlung direkt am Probanden in vivo sowie an
exzidierter Haut ex vivo gemessen. AulRerdem erfolgten Untersuchungen an Haut von
Schweineohren als Tiermodel, um vergleichende Messungen durchzufuhren. Ebenfalls
wurde das Lipidprofil der Probanden vor und nach Bestrahlung gemessen, um eventuelle

Veranderungen der einzelnen Fettbestandteile zu analysieren.
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10.1 Radikalbildung bei verschiedenen Wellenlangen

UV-Licht hat nur einen Anteil von 6,8 % (0,5 % UV-B, 6,3 % UV-A), das sichtbare Licht
(VIS) dagegen weist einen Anteil von 38,9 % des gesamten Sonnenspektrums auf. Das
Infrarot-Spektrum (IR) hat einen Anteil von 54,3 % und das NIR-Spektrum (als Teil vom
IR-Spektrum) hat einen Anteil von 30 % des Sonnenspektrums [124]. In dieser Studie
wurde die Menge der gebildeten Radikale bei unterschiedlichen Wellenlangen
gemessen. Weiterhin konnten auch Aussagen uber die unterschiedliche Kinetik der
verschiedenen Spektralbereiche getroffen werden. In dieser Arbeit sollte die Frage
beantwortet werden, ob lichtinduzierte Radikalbildung in Haut ausgepragter in vivo oder

in exzidierter Haut ist.

Es existieren nur sehr wenige in vivo ESR-Messungen mit Probandenkollektiven und
Statistiken nur von der Forschungsgruppe des Zentrums fur experimentelle &
angewandte Hautphysiologie der Charité. Diese Pilotstudie prasentiert erstmalig
vergleichende Ergebnisse in allen drei Wellenlangenbereichen. Aul3erdem kann die
Radikalbildung aus friheren ex vivo Studien nun in vivo bei UV-, VIS- und NIR-Licht

bestatigt werden [116].

10.1.1 uv

Wahrend der ESR-Untersuchung stieg fur alle Hautmodelle (in vivo und ex vivo) die
Radikalproduktion bei allen 3 Wellenlangenbereiche an. Der grofte Anteil an Radikalen
wurde im Bereich des UV-Lichtes gemessen. Bei keiner anderen Wellenlange sind so
schnell so viele Radikale entstanden. Die hohe Radikalbildung konnte in vivo, ex vivo und
fur Schweinehaut festgestellt werden. Dies war zu erwarten, da Radikalbildung im UV-
Bereich oft untersucht wurde, um beispielsweise Sonnencremes mit UV-Filtern zu
entwickeln [125]. Jedoch ist die Menge der entstandenen Radikale nicht Gberall gleich
grof3. Wie bereits fur UV- und NIR-Licht gezeigt, weichen die absoluten Werte und die
Kinetik verglichen zu den ex vivo Untersuchungen ab [116, 126]. So wurden in vivo bei 4
Minuten, mit einem Faktor von 3,5 deutlich mehr Radikale als ex vivo nachgewiesen
(Abbildung 14). Die Unterschiede waren signifikant und haben sich deutlich dargestellit.

In vivo wurde eine groRere Menge an Radikalen in einer kirzeren Zeit gebildet. Der
Grund hierfur ist die kontinuierliche Zufuhr von Sauerstoff im durchbluteten Gewebe,
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welcher fur die Bildung von ROS nétig ist. In exzidierter Haut ist der im Gewebe
vorhandene Sauerstoff nach nur kurzer Zeit aufgebraucht [126]. Deswegen verhalt sich
die Kinetik in ex vivo Untersuchungen eher linear und es kommt zu deutlich weniger
Radikalbildung. Dies wurde in neueren Untersuchungen von Albrecht et al. bestatigt
[127]. Diese hatten Schweineohren ex vivo mit UV/NIR- und VIS/NIR-Licht bestrahlt und
vergleichbare Ergebnisse zu dieser Studie erhalten. Aullerdem kommt es zur schnellen
Reduktion von Enzymen und Zellaktivitat, was eine wichtige Voraussetzung flr
Radikalbildung ist, besonders im sichtbaren- und Infrarotspektrum [66, 128]. Dies wurde
auch durch Arndt et al. gezeigt [116]. Sie fanden in ihren Untersuchungen nach IR-
Bestrahlung signifikant mehr Radikale in der Haut von Probanden in vivo als in der Haut

von Schweineohren ex vivo.

In einer friheren Studie von Zastrow et al. wurde ebenfalls human exzidierte Haut mit
UV-Licht bestrahlt [129]. Auch dort wurde eine eher lineare Beziehung zwischen
Bestrahlungsintensitat und gebildeten Radikalen gesehen, welche noch ausgepragter
war als in dieser Studie. Diese Ergebnisse stutzen die Hypothese, dass in exzidiertem
Gewebe das antioxidative System nicht mehr aktiv genug ist, um eine Gegenregulation
bei entsprechendem Stress, wie z.B. Bestrahlung, vorzunehmen. Ein Grund fur die starke
Radikalbildung durch UV-Licht ist die hohe Energie dieser Strahlung. Die aufgenommene
Energie kann jedoch nicht wieder abgeben oder komplett in Warme umgewandelt
werden. Dies fuhrt dazu, dass sich Bindungen I6sen und Molekule zerfallen.

In dieser Pilotstudie wurde gezeigt, dass eine direkte Beziehung zwischen in vivo und ex
vivo Untersuchungen schwer herzustellen ist. Des Weiteren wurden Unterschiede bei
Haut von Schweineohren und human exzidierter Haut festgestellt.

Um das Verhalten von Haut, welche mit verschiedenen Wellenlagen bestrahlt wird, zu
untersuchen, wird ein Hautersatz bendtigt, welcher in ausreichender Menge zur
Verfugung steht. Schweinehaut ist ein akzeptiertes Modell fur menschliche Haut [130]. In
dieser Pilotstudie wurde bei dem Tiermodell mit Haut von exzidierten Schweineohren
mehr Radikale nach UV-Bestrahlung gemessen als bei human exzidierter Haut
(Abbildung 15).

Diese Ergebnisse stimmen mit einer frUheren Untersuchung von Haag et al. Uberein. Er
hatte bei Haut von Schweineohren ebenfalls mehr Radikale nach Bestrahlung mit UV-B-
Licht gemessen, verglichen mit menschlicher Haut [118]. Es wurde gezeigt, dass das
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antioxidative Netzwerk von Schweinehaut nicht direkt vergleichbar mit menschlicher Haut
ist. Die verschieden starke Reaktion auf UV-Licht kann durch einen unterschiedlichen
Gehalt von Antioxidantien der Haut, wie z.B. Karotinoiden oder eben einen verminderten
Melaningehalt erklart werden. So enthalt Schweinehaut beispielsweise fast keine
Karotinoide, welche antioxidativ wirken. Der Katalase-Gehalt, ebenfalls antioxidativ
wirksam, entspricht jedoch dem von menschlicher Haut [118]. Deshalb ist Schweinehaut
eine gutes Modell und unerlasslich in der Forschung, da menschliche Haut nicht
unbegrenzt zur Verfugung steht.

Eine Methode, um in vivo indirekt auf entstandene Radikale zu schliel3en, ist die
Resonanz-Raman-Spektroskopie. Humanhaut enthalt verschiedene Antioxidantien, wie
z.B. Karotinoide, Vitamine, Enzyme und andere [103, 131]. UV-Photonen besitzen viel
Energie, deshalb ist es nicht verwunderlich, wenn Radikale entstehen nachdem Haut mit
UV-Licht bestrahlt wurde. Die entstandenen Radikale konnen wiederum die
Antioxidantien der Haut zerstoren. Der Anstieg der Radikalproduktion, hervorgerufen
durch Bestrahlung mit UV-Licht, korreliert mit einer Abnahme von Karotinoiden, was
durch Messungen mit der Resonanz-Raman-Spektroskopie in friheren Studien bestimmt
wurde [118, 132]. Daruber hinaus korreliert das durch UV-Licht induzierte Erythem mit
dem Abbau von Karotinoiden in der Haut. Lademann et al. haben Humanhaut in vivo mit
UV- und NIR-Licht bestrahlt. Mittels der Resonanz-Raman-Spektroskopie konnte sie ein
Absinken der Karotinoid-Konzentration der Haut nachweisen [133]. Karotinoide sind
potente Antioxidantien. Bildet die Haut durch Bestrahlung Radikale, reagieren die
Karotinoide mit diesen und werden abgebaut. Eine Reduktion der Karotinoid-
Konzentration deutet somit indirekt auf die Anwesenheit von Radikalen hin. Spater haben
Darvin et al. mittels ESR-Spektroskopie nachgewiesen, dass der Abbau von Karotinoiden
bei NIR-Strahlung durch Radikale bedingt ist [67, 134]. Auch Meinke et al. nutzten die
resonante Raman-Spektroskopie und fand heraus, dass bei der gleichen Dosis von UV-
B-Licht, welche auf menschliche Haut ex vivo gestrahlt wurde, weniger Karotinoide
zerstort wurden als in vivo [107]. Diese Methodik bestatigt die Ergebnisse der ESR-
Spektroskopie bei der Bestrahlung mit UV- und sogar NIR-Licht.
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10.1.2 VIS/NIR

Die Bestrahlung mit VIS- und NIR-Licht kombiniert (VIS/NIR), zeigte einen schwacheren
Anstieg an Radikalproduktion Uber die Zeit verglichen zu UV-Licht, wohingegen die
Bestrahlung mit NIR-Licht allein zu der geringsten Bildung von freien Radikalen fuhrte.
Nach zwei Minuten wurde bei allen Wellenlangenbereichen ein Sattigungseffekt
gesehen. Die kumulative Radikalproduktion von UV-Licht bei vier Minuten ist 2,3-mal
hoher verglichen zu VIS-Licht und 5,8-mal héher verglichen zu NIR-Licht (Abbildung 20).

AuBerdem sind Unterschiede in der Kinetik zwischen in vivo, ex vivo und der
Schweinehaut festzustellen. Wahrend es bei den Probanden in vivo zu einer sehr starken
Radikalbildung anfangs, jedoch zu einer Abnahme gegen Ende der Bestrahlung kam,
wurde bei Human- und Schweinehaut ex vivo eine eher gleichmalige, lineare

Radikalbildung festgestellt.

Die Abnahme der Radikalproduktion mit der Zeit in vivo konnte mit einer Hochregulation
des endogenen antioxidativen Netzwerkes, welches entstandene Radikale neutralisiert,

erklart werden [131]. Dieser Schutzmechanismus kann ex vivo nicht untersucht werden.

Bei der Bestrahlung mit VIS/NIR-Licht war eine &hnliche Verteilung der Radikalbildung
wie bei UV-Licht zu sehen. Bei 4 Minuten fiel die gesamte Radikalproduktion in vivo
erneut am ausgepragtesten aus. Schweineohren bildeten 72 % der Radikale und human
exzidierte Haut bildete 41 % der Radikale die in vivo gebildet wurden (Abbildung 17).

Die Menge der gebildeten Radikale zeigten grof3e Unterschiede. So wurden, verglichen
mit UV-Licht, bei den Probanden in vivo bei VIS/NIR-Licht mit einem Faktor von 0,6
eindeutig weniger Radikale gebildet. Im Verlauf der Messung sattigte sich die
Radikalproduktion auch nicht so schnell, wie es bei der Bestrahlung mit UV-Licht der Fall
war. Insgesamt sind die Unterschiede zwischen in vivo und ex vivo bei VIS/NIR-Licht
nicht so ausgepragt wie bei UV-Licht. Dies ist teils damit zu begrinden, dass nach
Bestrahlung mit UV-Licht, v.a. in vivo, vergleichsweise enorm viele Radikale gebildet
werden. Hat sich das gesamte PCA mit den neu gebildeten Radikalen abreagiert, konnen
weitere gebildete Radikale nicht mehr registriert werden, da das vorhandene PCA
aufgebraucht ist. Mittels ESR ist es nur moglich Radikale indirekt durch Neutralisierung

von PCA nachzuweisen.
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Arndt et al. haben mit demselben Versuchsaufbau ebenfalls VIS/NIR-Untersuchungen an
Probanden in vivo und ex vivo an Schweineohren durchgefuhrt [116]. Sie kam zu
ahnlichen Ergebnissen. In ihren Messungen fiel das ESR-Signal in vivo nach 10-
mindtiger Bestrahlung auf 87 % ab. Auch diese Studie kam zu vergleichbaren
Ergebnissen. So fiel das ESR-Signal in vivo nach 10 Minuten auf 90,6%.

In der Studie von Arndt et al. zur Untersuchung zur Radikalbildung durch NIR-Licht sind
keine Untersuchungen an menschlicher Haut ex vivo durchgefuhrt wurden. In dieser
Arbeit wurde dem nachgegangen. Es wurden bei allen Wellenlangen mehr Radikale bei
der Haut von Schweineohren ex vivo gemessen, verglichen mit humaner Haut ex vivo.
Bei allen ex vivo Untersuchungen verhielt sich die Radikalproduktion insgesamt weniger
ausgepragt, verglichen zur Bestrahlung in vivo. Dies ist wie oben beschrieben mit einem

niedrigeren Sauerstoffgehalt im Gewebe zu begrinden.

Brandt et al. fanden heraus, dass bei Bestrahlung mit reinem UV-Licht eine hohere
minimale erythemale Dosis (MED) maéglich war, als bei zusatzlicher Bestrahlung mit
VIS/NIR-Licht [135]. In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass Haut in vivo, welche mit
UV-B- und NIR-Licht bestrahlt wurde, mehr Radikale bildet als nur mit reiner UV-
Strahlung [136]. Daraus kann erschlossen werden, dass VIS/NIR-Licht eine zusatzliche

schadliche Wirkung auf die Haut hat.

Es ist nicht Uberraschend, dass epidemologische Daten und klinische Beobachtungen
vermuten lassen, dass IR-A-Licht nicht ungefahrlich fur die menschliche Haut ist. So
konnen durch Bestrahlung von Haut mit IR-A-Licht biologische Mechanismen induziert

werden [51].

Da NIR-Photonen nicht genug Energie besitzen um direkt Radikale zu erzeugen, stellt
sich die Frage auf welchem Weg dies geschieht. Deswegen liegt die Vermutung nahe,

dass enzymatische Prozesse an der Erzeugung von Radikalen mitwirken.

Calles et al. fanden heraus, dass IR-A-Licht die Transkription von primaren, dermalen
Fibroblasten andert [137]. In dieser Studie wurden ca. 600 Gene gefunden, welche IR-A
sensitiv waren. Sie sind u.a. verantwortlich fur Apoptose und Stressantwort. Im weiteren
Sinne sind diese Gene also mit verantwortlich fur Photoalterung und
Photokarzinogenese. Z.B. wurde das Gen fur Matrix-Metalloproteinase 1 (MMP-1)
beeinflusst. Dies fuhrt zu einer reduzierten Typ | Kollagen Expression, was

Kollagenfasern zerstoren kann und so zu Falten und letztendlich Hautalterung fuhrt [138].

59



So wurden von Schroeder et al. humane Fibroblasten mit IR-A-Licht bestrahlt, was zur
Entstehung von Superoxidanionen fuhrte, welche aus der Atmungskette entstanden sind.
Dadurch wird eine retrograde mitochondriale Signalantwort generiert, welche
verantwortlich fur IR-A-Strahlung indizierte MMP-1 Expression ist [139]. Schroeder et al.
zeigten so, dass Mitochondrien bei Bestrahlung mit IR-Licht das biologische System

darstellen, welches bei der Radikalbildung involviert ist [66].

NIR induzierte Bildung von ROS wurde also schon in vitro bei menschlichen Haut-
Fibroblasten, ex vivo bei NIR bestrahlten Hautbiopsien und in vivo bei humaner Haut
nachgewiesen [3, 66, 67, 139].

2008 wurde das erste Mal gezeigt, dass die topische Anwendung einer Mixtur aus
Antioxidantien, welche Vitamin C, Vitamin E, Ubiquinon und Traubensaftextrakt enthielt,
die Expression von MMP-1 mRNA in vivo in menschlicher Haut nach Bestrahlung mit
VIS/NIR-Licht verringert [140].

Dies ist nicht der einzige bekannte Mechanismus, durch den NIR-Licht Haut schadigt.
NIR-Bestrahlung aktiviert die Angiogenese in der Haut, was letztendlich zur Faltenbildung
beitragt [141]. Des Weiteren fuhrt NIR-Bestrahlung zu einer vermehrten Bildung von
Mastzellen, was ebenfalls zur Hautalterung beitragt [142]. Diese Mechanismen sind vor
allem fur Photokarzinogenese bedeutsam. Jantschitch et al. zeigten, dass NIR-Strahlung,
welche vor UV-B-Strahlung appliziert wurde, das induzierte Absterben von Keratinozyten
durch UV-B-Strahlung verringert und so zur Entstehung von Hautkrebs beitragt [143].

Im sichtbaren und infraroten Bereich werden pro Wellenlange deutlich weniger Radikale
gebildet. Dies war zu erwarten, da die Energie des Lichtes schwacher ist und klassische
Radikalbildung vermindert ist. Die Energie des Lichtes im NIR-Bereich ist nicht stark
genug, um direkt Radikale zu bilden [144]. Jedoch werde in den Mitochondrien und durch
die Aktivitat verschiedener Enzyme ROS gebildet, welche zu Hautalterung fihren kdnnen
[145, 146].

Eine derzeit noch offene Frage betrifft die Erwarmung: welche Rolle spielt Warme bei
NIR induzierter ROS Bildung? Es wurde die These aufgestellt, dass menschliche Haut,
welche Warme ausgesetzt wird, unter dem Einfluss von Photoalterung (Photoaging)
steht. Es wurde z.B. gezeigt, dass Humanhaut, welche unter schwarzer Kleidung

Sonnenlicht ausgesetzt ist, vermehrt MMP-1 exprimiert [147].
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So zeigten Shin et al., dass Enzyme und Mitochondrien an der Entstehung von
Hitzeschockproteinen beteiligt sind, welche die Bildung von ROS induzieren [148].
Daraus folgt die Annahme, dass die erhohte Temperatur in der Haut, hervorgerufen durch
NIR-Licht, Uber enzymatische Prozesse zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies
flhrt.

Diese Vermutung wurden auch von Zastrow et al. bestatigt. Er zeigte, dass die freie
Radikalbildung umso grof3er wird, je hoher die in der Haut durch das NIR-Licht erreichte
stationare Temperatur bei gleicher Bestrahlungszeit ist [3]. Aulerdem wurde gezeigt,
dass die Radikalgenerierung in Humanhaut ex vivo exakt dem Verlauf des Fiebers im
menschlichen Korper folgt. Die Radikalbildung erhoht sich bei 37°C, hat einen steilen
Anstieg bis etwa 41°C und geht bei etwa 43°C stationarer Hauttemperatur in eine
Plateauregion Uber. Das erlaubt die Schlussfolgerung, dass enzymgesteuerte
Photochrome oder Enzyme selbst fur die Radikalerzeugung verantwortlich sind [149]. Die
Annahme einer enzymatischen Bildung von ROS wird gestutzt durch die Plateauregion
bei 43°C. Enzyme und Proteine verlieren hier ihre strukturelle Wirksamkeit [150] und eine

Erythembildung wird beobachtet.

Auch andere Autoren [148, 151] schrieben Uber Hitzeschockprotein induzierte Bildung
von reaktiven Spezies, welche von beiden, Enzymen und Mitochondrien, aktiviert
wurden. Es wurden Hinweise gefunden, welche zeigen, dass die Aktivierung des
transienten potential vanilloid Typ 1 Rezeptor (TRPV-1) eine Rolle bei der thermalen
Hautalterung spielt [152-155]. Ob und in welchem Umfang Hitze die Aktivierung von
TRPV-1 Kanalen und ROS Bildung zur NIR-Licht induzierten Hautschadigung beitragt,
ist momentan noch nicht vollstandig verstanden und wird noch diskutiert [143, 145, 156,
1571].

In dieser Pilotstudie wurden die Auswirkungen von VIS-Licht in Kombination mit NIR-Licht
betrachtet (VIS/NIR). Um die alleinige radikalbildende Wirkung von VIS-Licht zu
untersuchen, wurden von den durchschnittichen VIS/NIR-Werten die separat
gemessenen NIR-Werte abgezogen. Es wurde errechnet, dass VIS-Licht fur 66 % der
gesamten Radikalbildung von VIS/NIR-Licht verantwortlich ist und NIR-Licht nur fir 34 %
(Abbildung 19). Damit bildet VIS-Licht eindeutig mehr Radikale als NIR-Licht.

61



Das Auftreten von betrachtlichen Mengen von freien Radikalen in vivo Uber den gesamten
sichtbaren Bereich von 400-760nm ist ein erwartetes, aber bisher nicht exakt
nachgewiesenes Ergebnis [5, 158].

Diese Ergebnisse wurden kurzlich durch in vivo Untersuchungen mittels Resonanz-
Raman-Sprektroskopie bestatigt, welche einen VIS- und IR-Licht induzierten Abbau von
Hautkarotinoiden zeigten [67, 134, 159].

Zastrow et al. wiesen mithilfe von ESR nach, dass menschliche ex vivo Haut unter
Bestrahlung nicht nur mit UV- und NIR-Licht, sondern auch alleinig mit VIS-Licht Radikale
bildet. Interessanterweise wurde gezeigt, dass die Art der Radikale, die bei Bestrahlung
entstanden sind, bei allen Wellenlangen dieselben sind [3, 65]. Zastrow et al. konnten mit
sichtbarem Licht unter Verwendung unterschiedlicher Spintraps auf3erdem das Auftreten
von *OH-, *OOH- und von *O2-Radikalen nachweisen [160].

Mahmoud et al. zeigten, dass elektromagnetische Strahlung im sichtbaren Bereich
zwischen 80—480 mW/cm? bei menschlicher Haut in vivo Pigmentation in Abwesenheit
von UV-Licht hervorrufen kann [161]. Dies deutet auf einen Kompensationsversuch der

Haut hin, entstandene Radikale zu neutralisieren.

Im Unterschied zu NIR-Licht ist derzeit relativ wenig Uber die Mechanismen bei VIS
induzierter Hautpigmentierung oder MMP-1-Expression bekannt. Liebel et al. haben
gezeigt, dass eine Exposition von sichtbarem Licht zu Photoalterung beitragt, indem
Kollagenbriche vermehrt auftreten [6]. Dabei wurden humane Epidermismodelle
sichtbarem Licht ausgesetzt, worauf hin ein Anstieg der Expression von mRNA von MMP-
1 und Tumor Nekrose Faktor Alpha in epidermalen Keratinozyten nachgewiesen wurde.
Diese Gen-regulierende Aktivitat von sichtbarem Licht wurde in Verbindung mit erhohter
Bildung von ROS in den epidermalen Modellen gebracht. Oberflachliche Behandlung
dieser Modelle mit einem Sonnencreme-Produkt, welches ein Pflanzenextrakt mit
antioxidativen Eigenschaften enthalt, inhibierte VIS induzierte MMP-1 Expression. Diese
Entdeckung konnte in vivo in menschlicher Haut bestatigt werden. Dabei wurde die

Bildung von ROS nach VIS-Bestrahlung mittels Chemilumineszenz nachgewiesen [6].
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10.2 Schutz der Haut vor Sonnenstrahlung

Die Ergebnisse haben gezeigt, dass Haut, welche Sonnenlicht ausgesetzt ist, nicht nur
einen UV-Schutz, sondern einen Schutz im gesamten Spektrum der Sonne bendtigt.
Gerade wenn ein sehr guter UV-Schutz dazu fuhrt, dass die Warnfunktion des Erythems
ausfallt, verlangert sich der Aufenthalt in der Sonne um ein Vielfaches. Damit steigt die
Radikallast im sichtbaren und infraroten Bereich eventuell Uber eine kritische
Radikalkonzentration, welche zu Schaden in der Haut fuhren kann. Zastrow et al. haben
eine kritische Radikalkonzentration postuliert, ab der sich die Art der Radikale verandert
[162]. Die Balance aus Sauerstoff- und Lipidradikalen andert sich ab einer bestimmten
Radikallast zugunsten der Lipidradikale. Die Sauerstoffradikale (ROS) kdnnen vom
antioxidativem System gut kontrolliert werden. Ist die Kapazitat erschopft, reagieren sie
zu Lipidradikalen, welche mit Schaden in den Membranen und Zellwanden assoziiert
sind. Zastrow et al. konnten zeigen, dass die Art der gebildeten Radikale nicht von der
Wellenlange abhangt, sondern ausschliellich von der applizierten Dosis. 2009 haben
Zastrow et al. bereits herausgefunden dass 50 % der Radikale, welche durch
Sonnenstrahlung gebildet werden, aus dem sichtbaren- und Infrarotbereich stammen [3].
Diese Entdeckung stellt neue Anspriche an Sonnencremes, welche nun fahig sein
mussen, das komplette Sonnenspektrum abzudecken, um einen maximalen Schutz zu
bieten. Wird dies nicht gewahrleistet, wird die Bevolkerung dazu verleitet, sich durch den
erhofften Sonnenschutz durch Sonnencremes langer in der Sonne aufzuhalten. Die
Folgen sind das haufigere Auftreten von Sonnenbrand, was langfristig zur Hautalterung
und letztendlich zur Entstehung von Krebs fuhren kann.

Der Zusatz von Antioxidantien in Sonnencremes fuhrt zur direkten Neutralisation von
Radikalen in der Haut. Dies hat sich vor allem bei NIR-Licht als wirksam bewiesen.
Nanopartikel wie Titaniumdioxid oder Zinkoxid reflektieren, streuen oder absorbieren
Sonnenlicht und fuhren so zu einem erweiterten Schutz [163].

In einer aktuellen Studie von Albrecht et al. wurden die Hauttypen IV und V mit UV-, VIS-
und NIR-Licht bestrahlt, um die Ergebnisse mit den Messungen an Hauttyp Il zu
vergleichen [164]. Die Messungen erfolgten unter den gleichen Bedingungen wie in der
hier vorgestellten Arbeit. Es stellte sich heraus, dass verglichen mit Hauttyp Il, bei Hauttyp
IV und V signifikant mehr Radikale wahrend der Bestrahlung mit NIR-Licht gebildet

wurden. Nach Bestrahlung mit UV-Licht entstanden hingegen signifikant weniger
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Radikale im Vergleich zu Hauttyp Il. Es wurde aulRerdem festgestellt, dass Hauttyp IV
und V nach der Bestrahlung mit UV/NIR-Licht noch immer 60 % der Radikale von Hauttyp
Il bilden. Dies bedeutet, dass dunklere Hauttypen ebenfalls ausreichenden Schutz vor

Sonnenlicht bendtigen.

In einer Studie von Meinke et al. wurden Hautcremes mit verschiedenen Filtern mit einem
ESR-L-Band mit UV/VIS- und NIR-Licht an Schweineohren untersucht [165]. Bei den
Cremes, bei denen Antioxidantien zugesetzt waren, wurde ein eindeutiger Schutzeffekt
im NIR-Spektrum nachgewiesen, jedoch nicht im UV/VIS-Spektrum. Hier war die Dosis
im UV-Bereich so hoch (mehrere minimale Erythemdosen), dass ein Schutzeffekt nicht

nachgewiesen werden konnte.

Souza et al. fuhrten ebenfalls eine aktuelle Studie zu Sonnencremes im gesamten
Sonnenspektrum durch [166]. Sie untersuchte mit dem wesentlich empfindlicheren ESR-
X-Band-Spektrometer die radikalfangende Aktivitat von Sonnencremes im UV-, VIS- und
NIR-Bereich an Schweineohren. Auch sie kam zu dem Ergebnis, dass der Zusatz von
Antioxidantien den Schutz vor Schaden durch die Bildung von Radikalen im NIR-, jedoch
auch im VIS-Bereich erhoht. Im UV-Bereich wurde ebenfalls ein Schutz durch die
Antioxidantien gezeigt. In dieser Arbeit wurde Sonnenlicht mit einer Dosis unter einer

minimalen Erythemdosis eingesetzt.

Eine Sonnencreme mit schutzendem Effekt im gesamten Sonnenspektrum sollte UV-B-
und UV-A-Filter fur den UV-Bereich, physikalische Filter (Titandioxid, Zinkoxid) fur den
gesamten Bereich sowie Antioxidantien fur den NIR-Bereich enthalten.

10.3 Analyse der Hautlipide nach Lipidextraktion

Die Analyse der Hautlipide nach Bestrahlung mit UV-Licht und VIS/NIR-Licht hat eine
Veranderung der Stratum corneum Lipide ergeben. Die Lipidkonzentration hat sich bei
einigen Lipidbestandteilen verringert. So kam es nach der Bestrahlung mit UV-Licht zu
der Abnahme der Konzentration von Olsdure, Glycerol-Triolat und der Ceramid
Untergruppen [AP, AP1, AP2]. Nach der Bestrahlung mit VIS/NIR-Licht kam es hingegen
zu einem signifikanten Abfall von Cholesterol-3-Sulfat. Diese Abfalle konnten durch die
Bildung von Radikalen in der Haut nach der Bestrahlung mit UV- oder VIS/NIR-Licht

erklart werden. Jedoch kam es auch zum Anstieg von einigen Lipidbestandteilen. Der
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Grund hierfir konnte ein ungleichmalliges Herauslosen der Fette durch das

Cyclohexangemisch sein.

In einer Studie von Meinke et al. wurde Probanden Uber 8 Wochen ein karotinoidreiches
Supplement verabreicht [1]. Karotinoide der Haut sind effektive Antioxidantien. Vor
Beginn der Supplementation und acht Wochen nach Verabreichung wurden die
Lipidkonzentrationen der Epidermis mittels HPTLC ausgewertet. Es zeigte sich im Trend
ein Anstieg der Lipidkonzentration, was auf einen verminderten Abbau der Lipide
aufgrund des Schutzes der Haut gegen ROS durch die erhdhte Karotinoidkonzentration

deutet.

10.4 Fehlerdiskussion

Die Konzentration des Spinmarkers PCA ist ein entscheidender Faktor, welcher die
Messergebnisse maldgeblich beeinflusst. In einer aktuellen Studie von Albrecht et al.
wurden verschiedene PCA-Konzentrationen bei der Bestrahlung von Schweinehaut mit
VIS/NIR-Licht getestet [127]. Bei einer Konzentration von 0,6 mM kam es nach 5,15
Minuten zu einem Signalabfall von 11 %, wahrend es bei einer Konzentration von 1,5 mM
nur zu einem Abfall von 6 % kam. Die richtige Konzentration von PCA zu finden, stellt
sich also nicht als trivial dar. So muss eine Mindestkonzentration gewahlt werden um eine
Verarmung zu vermeiden. Da der relative Abfall von hohen Konzentrationen im Vergleich
mit zu niedrigen Konzentrationen niedriger ausfallt, muss aber auch gleichzeitig so wenig
wie notig Markersubstanz eingesetzt werden, um nicht an Empfindlichkeit zu verlieren.
Wenn also eine definierte Menge von Markersubstanz auf den Probanden aufgetragen
wird, ist der Verlust durch Verdunsten oder inkomplettes Pipettieren als Fehlerquelle zu

werten.

Wasser reduziert das ESR-Signal stark. Im Falle eines Probanden mit einem schlanken
Arm wird das Signal also weniger abgeschwacht. Hat der Proband jedoch einen
umfangreicheren Arm, wird das Signal vermehrt gemindert. Hier ist die Auswahl der
Probanden entscheidend und moglichst homogen zu treffen. AulRerdem sind die
Hauteigenschaften jedes Probanden einzigartig. Nicht alle Probanden nehmen gleich viel
PCA auf. So sollten Probanden immer die Anweisung bekommen, vor der Messung keine

fettreichen Pflegeprodukte auf ihre Haut aufzutragen.
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Der Konsum von Nikotin kann zu einer erhohten Bildung von freien Radikalen in der Haut
fuhren [167]. Um die Messungen vergleichbar zu machen, wurde in dieser Studie auf ein

ausgeglichenes Verhaltnis von Rauchern zu Nichtrauchern geachtet.

Das ESR-Spektrometer ist ein hochempfindliches Messinstrument. Schwankungen in der
Temperatur, Erschitterungen oder Muskelzuckungen beeinflussten die Messung. Es ist
also von Vorteil Messungen nicht auf verschiedene Jahreszeiten zu verteilen, wobei
individuelle Schwankungen der Tagestemperatur nicht auszuschlieRen sind. Nach jeder
Messung wurden die Spektren nach Artefakten untersucht. Traten fehlerhafte

Messungen auf, wurden diese identifiziert und einzelne Spektren nicht berucksichtigt.

Der Arm der Probanden wurde in eine Vorrichtung eingespannt. Da die Grol3e der Arme
der Probanden individuell unterschiedlich waren, konnte der Arm nicht exakt mit gleichem
Druck eingespannt werden. Einige Probanden berichteten teils Uber Taubheitsgefluhle.
Dies konnte bedeuten, dass die Blutversorgung eingeschrankt war und so eventuell

weniger Sauerstoff fur die Bildung von Radikalen bereitstand.

Die Peak to Peak - Auswertung der ESR-Signale wurden mit dem Auge am Bildschirm

skaliert. Geringe Abweichungen in der Auswertung sind nicht komplett auszuschliel3en.

Bei der Lipidextraktion wurden die Zentrifugenrohrchen nur durch Druck am Unterarm
samt Flussigkeit gepresst. Da der Arm zur Lipidextraktion geschuttelt werden musste,
sind kleinere Mengen aus dem Extraktionsgebiet entwichen. Das verminderte Volumen

entspricht einer kleineren Menge an messbaren Lipiden.
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11 Schlussfolgerung und Ausblick

Diese Pilotstudie zeigt, dass Licht im sichtbaren und infrarot Bereich nicht nur ex vivo,
sondern auch in vivo Radikalbildung verursacht. Weiterhin ergaben die Messungen, dass
in vivo deutlich mehr Radikale gebildet werden. Dies bedeutet, dass nicht nur im UV-
Bereich, sondern im gesamten Spektrum des Sonnenlichtes Radikale durch Bestrahlung
in der Haut entstehen. Wird Sonnencreme jedoch mit Antioxidantien versetzt, kann die
schadliche Wirkung der Sonnenstrahlung in der Haut abgeschwacht werden. Es kommt
zur verminderten Bildung von Radikalen, was die Kollagen- und Elastinfasern schitzt und

letztendlich hautalternde Prozesse verlangsamt.

Da Menschen mit dunklem Hauttyp nach Bestrahlung mit NIR-Licht deutlich mehr
Radikale bilden als Menschen mit hellem Hauttyp, ist ein spezieller Lichtschutz mit
Antioxidantien sinnvoll. In Zukunft wird in Sonnenschutz gefragt sein, welcher das

gesamte Sonnenspektrum abdeckt.

Welche Auswirkungen der Einsatz von Antioxidantien in Sonnencremes auf die Inzidenz
von Hautkrebs hat, muss jedoch noch geklart werden. Trotz der weit verbreiteten
Anwendung von Pflegeprodukten mit UV-Filtern, ist die Zahl der Hautkrebserkrankungen
in den letzten Jahrzenten steigend. Dies liegt wohl daran, dass sich nach Anwendung
von Sonnencremes das Eintreten von Sonnenbrand verzogert und so die
Aufenthaltsdauer in der Sonne verlangert wird. Aul3erdem ist ein langes Sonnenbad bei
vielen Menschen sehr beliebt und die resultierende Braunung zahlt vor allem in

westlichen Landern als Schonheitsideal.

Der beste Schutz vor Hautschaden bleibt das Vermeiden von zu langen Aufenthalten in
der Sonne und das Tragen von langer Bekleidung sowie Sonnenhuten. Dies muss durch
Sensibilisierung  der  Bevdlkerung, durch  Aufklarung und letztendlich

Verhaltensanderungen umgesetzt werden.
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13 Fragebogen zur Ernahrung und Lebensgewohnheiten

Bitte beantworten Sie den folgenden Fragebogen wahrheitsgemal. Die Auswertung der
Daten erfolgt ausschliel3lich im Rahmen der Studie. Keine der von Ihnen gemachten
Angaben wird in Bezug zu Ihrem Namen veroffentlicht. Wenn Sie meinen zu einer Frage
gibt es keine passende Antwortmdoglichkeit, nehmen Sie die Antwort, die am Ehesten
zutrifft!

-—

. Welche Probandennummer haben Sie?
(bitte hier eintragen:)

2. Wann sind Sie geboren? Geben Sie bitte Monat und Jahr an.

Monat: / Jahr:
3. Sie sind
0 mannlich 0 weiblich

4. Verwenden Sie regelmafig Hautpflegeprodukte an den Unterarmen
(z.B. Bodylotion)?
Jja [nein

enthalt dieses Produkt Antioxidantien?
Jja [Unein [vielleicht

Nennen Sie den Namen des Produktes, das Sie fur die Unterarme am Haufigsten
verwenden:
(bitte Produktnamen eintragen:)

5. Angaben zum Hauttyp
(bei allen Angaben zum Hauttyp (Punkt 5) sind nur Einmalnennungen mdglich!

Kreuzen Sie bitte an:

Augenfarbe: | (] braun ‘lgrau "I blau Clgran
Haarfarbe [ braun [l schwarz "I blond

(=naturliche

Haarfarbe):

Haben Sie Tja CInein
Sommersprossen?
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Wenn ja, bekommen Sie im | [J ja CInein
Sommer  deutlich  mehr

Sommersprossen?

Wie oft haben Sie | 0 >2 Malpro |0 < 2 Mal pro Jahr
Sonnenbrande pro Jahr? Jahr

Treten bei Ihnen

Sonnenbrande auf, obwohl | _
Sie starke | - 12 O nein
Sonneneinstrahlung

meiden?

Werden Sie bei | []ja O nein
Sonnenstrahlung regelmafig

braun ohne vorher rot zu

werden?

6. Angaben zur Sonnenexposition: Bitte schatzen Sie Ihre Sonnenexposition in den

Sommermonaten des Jahres ein.

So0S= Sonnenschutz
Scha= Aufenthalt im Schatten

0

(ich meide die Sonne)

immer SoS [l nur gelegentlich SoS

und/oder Scha und/oder nur

gelegentlich Scha
(lch gehe lieber in die
Sonne als in den Schatten
und nehme Sonnenmilch
wenn es heil} ist)

[] selten SoS
und/oder wenig
Scha

(ich bade gern mal in
der Sonne, auch wenn
es richtig warm ist und
habe oOfter keinen
Sonnenschutz parat)

7. Besuchen Sie regelmaldig ein Solarium?
ja ‘I nein

Wenn ja, wie haufig?

8. Angaben zur Leistungsfahigkeit
Welche Aussage trifft auf Sie fur die letzten vier Wochen im Allgemeinen zu?
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1 lch habe mich korperlich sehr leistungsfahig gefuhlt

1 lch habe mich korperlich leistungsfahig genug gefuhlt

"1 lch habe mich korperlich nicht leistungsfahig genug gefuhlt

"1 lch habe mich korperlich gar nicht leistungsfahig gefunhlt

9. Angaben zur korperlichen Bewegung

Treiben sie Sport? (=mind. 30 Minuten korperlich anstrengende Bewegung am
Stlck ohne langere Pausen)

[ nie

[J <1x/Monat

[ 1-2x/Monat

[0 = 1x/Woche

[ > 2x/\Woche

10.Schatzen Sie bitte ein, wie viele Gehminuten pro Tag Sie insgesamt zu Ful}
zurucklegen!

71 <10 Minuten/ Tag

71 10 -20 Minuten/ Tag

1 20 -40 Minuten pro Tag

71 >40 Minuten/ Tag

11.Stimmung

Wo befanden Sie sich im Schnitt wihrend der letzten vier Wochen auf einer Skala
von 1 bis 10, wenn 1 bedeutet "ich fihle mich nicht wohl" und 10 "ich fihle mich
sehr wohl"?

78



01 02 03 04 05 06 o7 8 19 1110

12. Stress

Hatten Sie wahrend der letzten vier Wochen einen geregelten Tagesablauf?
Jja [nein

12.2 Hatten Sie den letzten vier Wochen eher viel oder eher wenig Stress?
1 eher wenig "l eher viel

12.3Schéatzen Sie bitte |hr Stresslevel in den letzten vier Wochen noch etwas
genauer ein!

[l kaum Stress

[ relativ wenig Stress

[ mittelmaBiger Stress

[ viel Stress

[l sehr viel Stress

12.4Schatzen Sie bitte Ihren beruflichen Stress in den letzten vier Wochen ein!
Dazu zahlt auch Stress durch lhre Ausbildung/ Ihr Studium!

Wieviel beruflichen Stress hatten Sie in den letzten vier Wochen?

[] kaum

U relativ wenig

1 mittelmaRig

[ viel

[l sehr viel

12.5 Schatzen Sie bitte Ihren privaten Stress in den letzten vier Wochen ein!

Wieviel privaten Stress hatten Sie in den letzten vier Wochen?
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[] kaum

[ relativ wenig

1 mittelmaRig

[ viel

[l sehr viel

13.Fragen zur Gesundheit

13.1 Waren Sie in den letzten vier Wochen erkaltet?
ja ‘I nein

Schatzen Sie bitte die schwere |hrer Erkaltung auf einer Skala von 1-6 ein:
(Wenn mehr als eine Erkdltung vorkam, dann die schwerere Erkaltung
beschreiben)

1= leichte Erkaltung 6=schwere Erkaltung
01 2 03 4 5 6

Geben Sie die Dauer der Erkaltung in Tagen an!

Das Ende lhrer Erkdltung st der Zeitpunkt der deutlichsten
Beschwerdebesserung. Also der Zeitpunkt, zu dem Sie sich wieder annahernd so
leistungsfahig wie vor der Erkaltung fuhlten.

[1Tag Dauer (12 Tage [13 Tage (4 Tage [I5Tage [6Tage [I7Tage [18Tage
(>8Tage

Waren Sie in den letzten vier Wochen so stark erkaltet, dass Sie nicht zur Arbeit/
zur Uni/ zur Ausbildung gehen konnten?

ja ‘I nein

Hatten Sie wahrend der letzten vier Wochen Fieber?

ja ‘I nein

13.2 Hatten Sie wahrend der letzten vier Wochen Beschwerden eines Magen-Darm
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Infekts? (Durchfall, Erbrechen, Ubelkeit oder Bauchschmerzen?)
ja ‘I nein

Schatzen Sie bitte die schwere lhres Infektes auf einer Skala von 1-6 ein:

1= leichter Infekt 6=schwerer Infekt
11 12 3 4 05 6

Bitte kreuzen Sie an, welche Beschwerden wahrend lhres Infektes aufgetreten
sind (erste Spalte).

Geben Sie dann fur die angekreuzten Beschwerden an, wie schwer diese waren
mit Hilfe der Skala von 1 bis 6 (zweite Spalte):

I Leistungsminderung

(Gefihl schlapp und |~ T 218 4 o5 16
ohne Energie zu sein)

* Gefiihl krank zu sein | | 2 B 4 o5 6
0 Erbrechen 01 2 03 4 s 6
* Durchfall -1 2 3 4 5 6
] Bauchschmerzen -1 2 3 L4 15 6

Geben Sie die Dauer lhrer Beschwerden in Tagen an!

Das Ende lhres Infektes ist der Zeitpunkt der deutlichsten Beschwerdebesserung.
Also der Zeitpunkt zu dem Sie sich wieder annahernd so gesund wie vor |hren
Beschwerden fuhlten.

[1Tag Dauer (12 Tage [13 Tage (4 Tage [I5Tage [6Tage [I7Tage [18Tage
(>8Tage

13.3 Gesundheit im Allgemeinen:

Wie haufig haben Sie Infekte
pro Jahr?

(z.B.  Erkaltungen oder | [1<2/Jahr 11 2-4/ Jahr 01> 4/ Jahr
Durchfallerkrankungen  bei
denen man sich krank fahit)

Nehmen Sie derzeit Medikamente ein?
ja ‘I nein
Wenn ja, welches Medikament nehmen Sie ein?
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Aus welchem Grund nehmen Sie dieses Medikamnet ein?
Seit wann nehmen Sie dieses Medikament ein?

14.Ernahrungsgewohnheiten

Essen Sie eher viel oder eher wenig Gemuse?
1 eher wenig "l eher viel

Essen Sie eher viel oder eher wenig Obst und Gemuse?
1 eher wenig "l eher viel

Essen Sie eher viel oder eher wenig Obst?
1 eher wenig "l eher viel

Wie schatzen sie die Mengenmallige Zusammensetzung lhrer Ernahrung ein?
Schatzen Sie die Angaben in Prozent. Sie missen insgesamt nicht auf 100%
kommen.

Wenn Sie sich unsicher sind, dann beziehen Sie sich auf die letzten vier Wochen
Ihrer Ernahrung.

Anteil von Kohlenhydraten an der gesamten Erndhrung (= Brot, Nudeln, Reis,
Cornflakes/Musli u.a.)

1<10% 110-30% 131-50% 151-70% 0 >70%

Anteil von Fett an der gesamten Erndhrung (Kase, Butter, cremige
Brotaufstriche, Schokolade, Kuchen u.a.)

1<10% 110-30% 131-50% 151-70% 0 >70%

Anteil von Obst an der gesamten Erndhrung
1<10% 110-30% 1131-50% 151-70% 0 >70%

Anteil von Gemuse an der gesamten Ernahrung
1<10% 110-30% 131-50% 151-70% 0 >70%
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Obst:

Diese Obstsorte
esse ich...:

selten
oder nie

21 Mal
pro
Monat

21Mal/
Woche

2 4 Mal
pro
Woche

weil}
nicht

Apfel

O

O

O

O

Orange

Banane

Kiwi

Mango

Wassermelone

Feigen

rote Trauben

grune Trauben

Kaki/ Sharon

Ananas

Andere:

I I i R I I T

I I i i e e N N N [

I I i R I I T

I I i R I I T

I I i R I I T

Gemiuse:

Diese
Gemiisesorte
esse ich...:

selten
oder nie

>1 Mal
pro
Monat

>1Mal/
Woche

2 4 Mal
pro
Woche

weill
nicht

Tomate

[]

[]

Tomatensol3en,
Ketchup

Paprika

Brokkoli

Kartoffeln

Spinat

Blattsalat

Karotten

Griunkonhl

Succhini

Blumenkohl

Kirbis

Andere:

N I O A A O O O

N A 1 O B

N I O A A O O O

N I O A A O O O

N I O A A O O O

15. Genussmittel

15.1 Wie haufig konsumieren Sie alkoholische Getranke?

Selten/ nie

>1 Mal pro
Monat

>1Mal/ Woche

2 4 Mal pro
Woche
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N N
Sind Sie derzeit aktiver Raucher?
Hja ‘I nein
Wenn ja, wie viele Zigaretten rauchen Sie pro Tag im Schnitt?
71 <10 Zig/ Tag 71 >10 Zig/ Tag
Seit wie vielen Jahren rauchen Sie?
11 <5 Jahre 115 -10 Jahre 1110 - 15 Jahre 11>15 Jahre
15.2 Wenn Sie derzeit nicht rauchen, haben Sie friher einmal geraucht?
ja ‘I nein
Uber welchen Zeitraum haben Sie regelmaRig geraucht?
11 <5 Jahre 115 -10 Jahre 1110 - 15 Jahre 11>15 Jahre
Wieviele Zigaretten haben Sie im Schnitt am Tag geraucht?
71 <10 Zig/ Tag 71 >10 Zig/ Tag
Wie lange ist ihr Zigarettenkonsum her?
11 <5 Jahre 115 -10 Jahre 1110 - 15 Jahre 11>15 Jahre

16. Lebensstilanderung

Anderung des Lebensstils in den letzten fiinf Jahren

Mein Lebensstil ist:

1 gleichgeblieben

"I leicht | [J grundlegend
verandert verandert

Leben sie heute eher
gesunder oder ungesunder
als vor funf Jahren?

'1gesunder | [lungesunder

1 Gleich
gesund
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