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1 Einleitung und Zielsetzung der Arbeit

Die menschliche Haut mit einer ca. 2 m? grofRen Kontaktflache zum umgebenden Milieu unterliegt
einer besonders starken Beeinflussung durch verschiedene externe schadigende Umweltnoxen. Dabei
kommt der UV-Strahlung an den lichtexponierten Hautarealen eine besondere Bedeutung zu.
Aufgrund verdnderter Freizeitgewohnheiten, der standig steigenden Inzidenz verschiedener
Hautkrebserkrankungen (Meanome, Basalzell- und Plattenepithelkarzinome) weltweit (Gallagher et
a., 1995a und 1995b; Marks, 1995; Ringborg et al., 1997) und nicht zuletzt durch die zusétzliche
Sensibilisierung der breiten Offentlichkeit steigt das Interesse an einer Weiterentwicklung von UV-
Protektiva.

Vide Arbeiten in der Vergangenheit beschéftigten sich mit der Untersuchung der zellschédigenden
Mechanismen einer UV-Bestrahlung auf molekularer und zdllbiologischer Ebene, in deren Folge es
zu komplexen pathogenetischen Alterationen am Hautorgan kommen kann. Die K onsequenzen dieser
akuten oder chronischen Schadigung des Hautgewebes sind vidfaltiger Natur. Dazu gehdren
beispidsweise die Ausbildung und Manifestation verschiedener Photodermatosen (Gonzalez und
Gonzalez, 1996), die vorzeitige Hautalterung (“photoaging”) (Wenk et a., 2001) und die
Photokarzinogenese und —mutagenese (Strickland, 1986; Drobetsky et al., 1995; Grossman und
Leffell, 1997).

Es ist hinlanglich bekannt, dal3 eéine UV-Exposition an der Generierung reaktiver Sauerstoffspezies
und freier Radikale beteiligt ist (Black, 1987; Horio und Okamoto, 1987; Ogura et al., 1990 und
1991; Tyrrel, 1995). Deshalb wurde in den letzten beiden Jahrzehnten versucht, durch definierten
systemischen bzw. topischen Einsatz verschiedener Antioxidantien und Radikalfénger alleine oder in
Kombination mit UV-Lichtschutzsubstanzen einen adédquaten Schutz des lebensnotwendigen
Hautorgans zu erreichen (Jurkiewicz et al., 1995; McVean und Liebler, 1997; Eberlein-Kdnig et al.,
1998; Kowalzick et al., 1998; Muizzuddin et al., 1998).

Gegenstand der wissenschaftlichen Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit war die Testung
verschiedener Antioxidantien bzw. Radikalfanger hinsichtlich ihrer dermalen Einsatzféhigkeit fir
eine prophylaktische und therapeutische Anwendung. Besonderes Augenmerk lag dabel auf der
Substanzklasse der Flavonoide. Aus dieser komplexen und vidfétigen Verbindungsklasse des
pflanzlichen Sekundérstoffwechsds wurden Quercetin, Kampferol und Rutin as haufig
vorkommende Vertreter im Pflanzenreich und in entsprechend aufgearbeiteten Pflanzenextrakten
ausgewahlt. Daneben schien der Einsatz von Mdatonin aufgrund des von Bangha et al., 1996 und
1997b beobachteten UV-Erythem vermindernden Effektes nach topischer Applikation und
beschriebener Radikalfangereigenschaften (Tan et al., 1993; Pieri et al., 1994; Reiter 1995, 1996;
Harddand 1997), vielversprechend zu sein. Als weitere, dem Mdatonin strukturell dhnliche und
ebenfalls potente antioxidative Verbindung wurde N-Acetylserotonin eingesetzt.

Bevor neue Wirkstoffe und Wirkstoffkombinationen als Topika auf die menschliche Haut
aufgebracht werden konnen, bedarf es der Klarung einer dadurch moglichen Schadigung. In der
vorliegenden Arbeit lag ein Hauptschwerpunkt der Untersuchungen auf der Charakterisierung einer
eventuellen zytotoxischen Potenz der angewandten Verbindungen. Es sollte die epidermale
Vertraglichkeit und Unbedenklichkeit geprift und ein etwaiges Nebenwirkungspotential beurteilt
werden.
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Idealerweise dienten humane Keratinozyten als gedignetes in vitro Testsystem und epidermales
Zdlmoddl, da sie mit ca. 90% die grofte Zelpopulation in der Epidermis sind und somit
Hauptzielzellen und Effektororgan fir UV- und oxidativ bedingte Schaden darstellen.

Nach definierten Applikationszeiten sollte der Einflu3 auf das Proliferationsverhalten humaner
Keratinozyten bestimmt und en Toxizitatsprofil erstelt werden. Neben diesen in vitro
toxikologischen Fragestellungen richtete sich das Hauptinteresse der Untersuchungen auf die
Abschétzung und Beurtellung des zytoprotektiven Potentials im epidermalen Zdlsystem nach
Anwendung unterschiedlicher physikalischer und chemischer Zedlschadigungsmoddle (UV-
Bestrahlung, Wasserstoffperoxid, Decylhydroperoxid, Ammoniumeisen-(I1)-sulfat).

Wichtig fur die Einschdtzung moglicher Hautirritationen unter in vivo Bedingungen und fir eine
zukunftsorientierte und zielgerichtete Entwicklung topisch-praventiver Préparate ist das
Penetrationsvermdgen der einzelnen Substanzen durch das Stratum corneum bis in die |ebenden
Hautschichten der Epidermis und Dermis. Die Durchfiihrung penetrationskinetischer Studien an
Humanhaut ex vivo zur Ermittlung enes Konzentrations-Zeit-Profils der extern applizierten
Wirkstoffe war dabe fir die Herstdlung einer Korrdation und Ubertragbarkeit zu den
Zd Ikulturergebnissen erstrebenswert.

Ein Endzid der Bemiihungen sollte darin bestehen, neue Ansatzpunkte fir einen verbesserten und
effektiven UV- bzw. biologischen Lichtschutz der menschlichen Haut aufzuzeigen, und damit zu
eneg Vemedung oder zumindest einer Verminderung akuter und chronischer Lichtschaden
(aktinischer Schaden) und zur moglichen Pravention von Meanomen und epithdialen Hauttumoren
beizutragen.

Die hauptsichlichen Fragestellungen der vorliegenden Arbeit konnen wie folgt zusammengefal3t
werden:

1. Wechen EinfluR3 Uben verschiedene externe, schadigende Noxen (z. B. Wasserstoffperoxid) auf
das Proliferationsverhalten humaner Keratinozyten aus?

2. Induzieren verschiedene extern applizierte, antioxidativ wirksame Substanzen Proliferationsver-
anderungen der humanen Keratinozyten in vitro?

3. Wiekann die epidermale Vertraglichket bzw. diein vitro Toxizitét dieser Substanzen bzw. deren
oxidierte Formen be einer dermalen Anwendung eingeschétzt werden?

4. Konnen zytoprotektive Wirkungen dieser Substanzen nach Anwendung verschiedener Zdl-
schédigungsmodelle im epidermalen Zellsystem aufgezeigt werden?

5. Wedches Penetrationsverhalten zeigen die enzelnen Verbindungen an Humanhaut ex vivo nach
topischer Applikation eines O/W- bzw. W/O-Standardvehike s?

6. Inwiewet bestent eine Korreation der Penetrationsergebnisse zu den Zdlkulturergebnissen?
Konnen ausreichend hohe Wirkspiegel in der |ebenden Epidermis als Hauptwirkort erreicht
werden?

7. st ein topischer Einsatz der untersuchten antioxidativ wirksamen Substanzen sinnvoll?
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Aufbau und Funktion der menschlichen Haut

Die humane Haut gehdrt zu den wichtigsten und komplexesten Organen des menschlichen
Organismus. Als lebensnotwendige Grenze zum umgebenden Milieu erfillt sie multiple
physiologische Aufgaben. Neben ener Kontakt- und Sinnesfunktion kommt den Schutz- und
Barrieresigenschaften eine besondere Bedeutung zu. Die Haut 183t sich grob in Epidermis
(epithdial), Dermis (bindegewebig) und Subcutis (Fettgewebe) untertellen (Abb. 1). In ihr sind
verschiedene Anhangsgebilde, wie z. B. Haare, Néagd, Talg- und Schweil3driisen eingebettet. Die
durchschnittliche Hautdicke liegt, je nach regionalen und individuelen Gegebenheiten, zwischen 1,5
und 4 mm. Etwa 0,1 mm davon entfallen auf die Epidermis. Mit ca. 90% nehmen die Keratinozyten
as biologisch aktive Zdlen den quantitativ gréfiten Teil der epidermalen Hautzdlpopulation ein.
Daneben kommen die im Stratum basale gelegenen neuroendokrinen Merkelzellen mit eéinem Antelil
von weniger als 1% vor. Die Mdanozyten, die unmittelbar der Basalmembran aufliegen, und die
suprabasalen Langerhans-Zdlen mit ihrer dendritischen Morphologie bilden mit den Keratinozyten
eine symbiontische und funktionele Einheit. Als mehrschichtiges, verhornendes und sich sténdig
erneuerndes Plattenepithd &3t sich die Epidermis durch den unterschiedlichen Differenzierungsgrad
der Keratinozyten histologisch, morphologisch und biochemisch in vier verschiedene Schichten
(Strata) gliedern: Stratum basale (SB), Stratum spinosum (SS), Stratum granulosum (SG) und
Stratum corneum (SC). Die teilungsfahigen, Iebenden Keratinozyten im Stratum basale wandeln sich
wahrend der Wanderung in Richtung Hautoberflache zu toten, enddifferenzierten Korneozyten
(Hornzellen) um und bilden die funktionstragende Permesgbilitétsbarriere (Hornschicht). Die Zeit-
spanne zwischen der Mitose im SB und der Abschilferung des terminal differenzierten Keratinozyten
betragt etwa einen Monat. Diese standige epidermale Gewebehomdostase (K eratinozytenproliferation
und —differenzierung) gewdhrleistet die vollsténdige Funktionsféhigkeit des Hautorgans (Fritsch,
1990).

— Stratum corneum ) )
— Epidermis
— Stratumbasale
— oberer Gefél3plexus R
Talgdrisen
Haarmuskel > Dermis

Haarfollike
unterer Gefal3plexus <

SchweiRdriise L Qubcutis
Fettgewebe

Abb. 1. Aufbau der menschlichen Haut (modifiziert nach Griineberg)
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2.2 UV-Strahlung und Wechselwirkungen mit biologischen Systemen

Aufgrund der groflen Kontakiflache zur Umwet ist die Haut verschiedenen schédigenden
Umweltfaktoren besonders intensiv ausgesetzt. Fir das Hautorgan besitzt die eektromagnetische
UV-Strahlung eine relevante Bedeutung. Das UV-Lichtspektrum kann in die Bereiche UV-C
(200 nm - 280 nm), UV-B (280 nm- 320 nm) und UV-A (320 nm- 400 nm) eingeteilt werden.
Waéhrend die UV-C Strahlung vom Sauerstoff in der Atmosphére (bis 200 nm) und von der
Ozonschicht in der Stratosphére (bis 290 nm) vollstandig absorbiert wird, erreicht die UV-A und ein
Tel der UV-B Strahlung die Erdoberflache (Heymann, 1994). Im Zuge der Zerstérung der
Ozonschicht nimmt dabei der UV-B Antell standig zu (Kerr und McElroy, 1993). Auf die Haut
auftreffendes UV-Licht wird grofdtenteils reflektiert, diffus gestreut bzw. im SC absorbiert (Kohen et
a., 1995). Daneben kann ein erheblicher Tel in Abhéngigkeit von der Welenlénge in unter-
schiedliche Hautschichttiefen eindringen. Die kurzwellige, energiereiche UV-B Strahlung gdangt bis
in die Epidermis und kann hier z. B. die lebenden, teilungsfahigen Keratinozyten des SB schadigen.
Die UV-A Strahlung erreicht dermales und zum Teil subcutanes Gewebe (Frain-Bell, 1985). In der
Epidermis werden ca. 90% der einfallenden UV-B und 60% der UV-A Strahlung absorbiert (Mall,
1999).

Die Absorption der Lichtenergie (Photonen) in der Haut erfolgt durch die unterschiedlichsten
endogenen Chromophore (Nukleinsduren, Lipide, Aminosduren, Mdanin, Urocaninsaure usw.). In
der Folge kénnen unterschiedliche angeregte Zustédnde des jeweiligen Chromophors entstehen und
verschiedene photooxidative Reaktionen ausgeldst werden (Tedesco et al., 1997). Derartige
photochemische Veranderungen &uflern sich beispidsweise an der DNA mit der Bildung
charakteristischer Photoprodukte nach UV-B Bestrahlung, wie z. B. Pyrimidindimerbildung (Fritsch,
1990; Young et al., 1998). Als weitere Folge dieser komplexen Wechsdwirkungen mit unter-
schiedlichen zdluléren Strukturen ist die Generierung freier Radikale und reaktiver Sauerstoffspezies
bedeutsam (Black, 1987; Horio und Okamoto, 1987; Darr und Fridovich, 1994; Tyrrdl, 1995). Die
Konsequenzen derartiger Reaktionen nach UV-Exposition sind mannigfaltig. Als akute
inflammatorische Antwort reagiert die Haut primdr mit der Ausbildung eines UV-Erythems
(Erythema solare) (Fritsch, 1990). Eine Lipidperoxidation kann ebenfalls nach UV-Bestrahlung
erfolgen, wobel ein Mechanismus Uber freie Radikale als Mediatoren in diesem Prozef3 beschrieben
wurde (Ogura et al., 1990 und 1991).

Klinisch manifestieren sich chronische, aktinische Schaden schliedlich in einer vorzeitigen Haut-
alterung (“photoaging”) und in der Photokarzinogenese mit der moglichen Bildung verschiedener
Prékanzerosen, wie z. B. aktinischer Keratosen und epithdialer Hauttumore (Fritsch, 1990; Darr
und Fridovich, 1994).

Nach dem derzetigen photobiologischen Wissensstand konnen die UV-A- und UV-B-vermitteten
Schaden im zdluldren System auf unterschiedliche Mechanismen zurtickgefuhrt werden. Die
hervorgerufenen Effekte durch die energiereiche UV-B Strahlung beruhen grofdtenteils auf einer
direkten Schadigung zdlulérer Strukturen (DNA, RNA, Proteine etc.) infolge einer UV-Absorption.
Dagegen wurde das Schadigungspotential der UV-A Strahlung lange Zeit unterschétzt, obwohl diese
ca. 95% der solaren UV-Strahlung ausmacht.

In der Vergangenheit wurde ein Mechanismus Uber endogene Photosensitizer (Porphyrine, Flavine
etc.) in Anwesenheit von Sauerstoff beschrieben, bel dem es zur Generierung von reaktiven
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Sauerstoffspezies (*O,, 'O,) kommt, und die DNA indirekt geschadigt werden kann (Kawanishi und
Hiraku, 2001).

2.3 Freie Radikale, reaktive Sauerstoffspezies und Auswirkungen auf zellulare
Systeme

Ein freles Radikal kann definiert werden als ein Atom oder Molekil, welches ein oder mehrere
ungepaarte Elektronen in einem auf3eren Orbital enthdlt (Halliwell und Gutteridge, 1989). Die
enzelnen Radikalspezies, die durch ene hohe Resktivitét mit extrem kurzen Halbwertszeiten
(Tab. 1) gekennzeichnet sind, entstehen gewdhnlich wahrend normaler physiologischer und
metabolischer Prozesse im Zdlstoffwechsd (Yu, 1994). Daneben wird eine vermehrte Radikal-
bildung durch verschiedene externe Faktoren, wie z. B. UV-Strahlung, initiiert (Black, 1987; Ogura
et al., 1990 und 1991). In der Folge kann durch die reaktiven Sauerstoffintermediate ein breites
Spektrum oxidativer Schaden an zdluldren Strukturen, wie z. B. der DNA (Wiseman und Halliwel,
1996; Kvam und Tyrrel, 1997; Marnett, 2000) der Proteine, Kohlenhydrate und Lipide mit
Verénderungen oder Verlust der biologischen Funktionsfahigkeit hergerufen werden (Sies, 1986).

Tab. 1: Halbwertszeiten (HWZ) ausgewahlter reaktiver Sauerstoff- bzw. Radikalspezies bel 37°C im
Vergleich zu molekularem Sauerstoff (Yu, 1994)

Radikalspezies Formd HWZ ins
Molekularer Sauerstoff 0O, > 107
Singulett-Sauerstoff 0, 1° 10°
Superoxidanionradikal ‘0, 1° 10°
Hydroxylradikal "OH 1” 10°
Peroxylradikal ROO 1° 102
Alkoxylradikal RO 1° 10°

2.4 Reparatur- und antioxidative Verteidigungsmechanismen

Die humane Haut, spezidll die Hornschicht (SC), zeichnet sich durch eine hohe Widerstandsfahigkeit
gegentiber physikalischen, z. B. aktinischen Einfllissen, und chemischen Noxen aus (Fritsch, 1990).
Neben der rein physikalischen Barrierefunktion verfiigt die humane Haut Uber verschiedene wichtige
enzymatische, zelleigene Reparatursysteme (z. B. Endonukleasen), die oxidative bzw. UV-vermittelte
Verénderungen an der DNA effektiv beseitigen kdnnen (Sies, 1986; Young et al., 1996; Bykov et al.,
1999). Be irreparablen Zdlschadigungen kann en Zdltodprogramm als molekularer Abwehr-
mechanismus induziert werden (Paus et al., 1995; Noll, 1997).

Weiterhin sind die einzelnen Zellen und Gewebe ener Ubermafdigen Schadigung durch reaktive
Sauerstoffspezies (oxidativer Stref3) nicht schutzlos ausgesetzt. Evolutionér bedingt haben sich gut
organisierte, effiziente Verteidigungsmechanismen herausgebildet. Dazu gehéren die unterschiedlich
subzeluldr lokalisierten antioxidativen Enzymsysteme Superoxiddismutase, Glutathionperoxidase
und Katalase (Sies, 1986; Harris, 1992). Weiterhin kdnnen an dieser Stelle die nicht-enzymatischen
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Antioxidantien a-Tocopherol, Ascorbinsdure, b-Karotin u.a. angefiihrt werden (Yu, 1994). In
Applegate und Frenk (1995) sowie Thiele et al. (2000) wird eine Zusammenfassung des komplexen
antioxidativen Verteidigungssystems in der Haut gegeben.

Fuchs et a. (1989) und Shindo et al. (1993 und 1994) konnten in ihren Untersuchungen eine
Abnahme verschiedener enzymatischer und nichtenzymatischer Antioxidantien in der Saugetierhaut
nach UV-Bestrahlung nachweisen. Protektionen vor oxidativen Sch&den wurden durch ene
zusétzliche topische Applikation verschiedener Antioxidantien bzw. Radikalfanger im Tiermodell
nach UV-Exposition gezeigt (Darr et al., 1992; Jurkiewicz et al., 1995; McVean und Liebler, 1997;
Muizzuddin et al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit sollten vordergrindig antioxidativ wirksame Verbindungen aus der
Substanzklasse der Flavonoide und die Indolderivate Meatonin und N-Acetylserotonin hinsichtlich
ihrer protektiven Eigenschaften und der dermalen Einsatzféhigkeit untersucht werden.

2.5 Flavonoide

2.5.1 Vorkommen und biologische Eigenschaften

Aufgrund ihrer grofien Présenz und ubiquitéren Verbreitung im Pflanzenreich stellen die Flavonoide
ene intensiv erforschte Verbindungsklasse dar. Sie besitzen ein C-15-Kohlenstoffskelett als Grund-
struktur und konnen in unterschiedliche Subklassen (Flavanone, Flavone, Flavonole, Isoflavone
usw.) eingeteilt werden. Bis heute wurden mehr als 4000 Verbindungen isoliert und identifiziert. Die
enorme Heterogenitét und strukturdle Variationsbreite wird durch den unterschiedlichen Oxidations-
und Substitutionsgrad des Ringsystems hervorgerufen. (Middieton und Kandaswami, 1993).
Meistens tragen die Verbindungen dieser Stoffgruppe polyphenolischen Charakter und kommen
hauptsichlich als Glykoside in den unterschiedlichsten Pflanzenteilen vor. Als bioaktive
Verbindungen besitzen Flavonoide ein breites biologisches und pharmakologisches Wirkungs-
spektrum (Havsteen, 1983). In verschiedenen Tier- und Zdlimodelen konnten antikarzinogene
Eigenschaften nachgewiesen werden (Carroll et al., 1998; Deschner et al., 1991; Piantdli et al.,
1995). Daneben wurden antiallergische und antiinflammatorische Wirkungen (de Carmen Recio et
a., 1995; Middleton und Kandaswami, 1992) aber auch hepatoprotektive, endokrine und antivirale
Eigenschaften (Middleton und Kandaswami, 1993) beschrieben. Ein Grofdteil dieser Wirkungen wird
durch die Beeinflussung verschiedenster Enzymsysteme hervorgerufen (Hoult et al., 1994; Middleton
und Kandaswami, 1993). Weiterhin sind in diesem Zusammenhang die antioxidativen Eigenschaften
bedeutsam. Flavonoide kdnnen mit unterschiedlichen reaktiven Sauerstoffspezies interagieren, wie
z.B. dem Superoxidanionradikal (Darmon et al., 1990; Robak und Gryglewski, 1988), dem
Hydroxylradikal (Rekka und Kourounakis, 1991) oder dem Stickstoffmonoxidradikal (van Acker et
al., 1995).

Ferner wurden in ener Arbeit von Facino et al., 1995 protektive Effekte gegenliber einem Radikal-
bedingten oxidativen Abbau von Kollagen gezeigt, und die mdgliche topische Anwendung eines
Extraktes verschiedener Echinacea Spezies in der Pravention photooxidativer Hautschaden
diskutiert. Inihrer Funktion als Radikalfénger besitzen die Flavonoide ebenfalls guinstige Wirkungen
gegentiber einer Lipidperoxidation in Biomembranen (Terao et al., 1994; loku et al., 1995; Terao
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und Piskula, 1998), wobei ungeséttigte Fettséuren vor eéinem peroxidativ- oder Singulettsauerstoff-
initiiertem Abbau effektiv geschiitzt wurden (Elstner, 1990).

2.5.2 Strukturvoraussetzungen fur die antioxidative Wirksamkeit

Die antioxidative Wirksamkeit der Flavonoide zeigt eine deutliche Abhangigkeit von der molekularen
Struktur. Als ein wesentlicher Faktor ist dabei die Anzahl und die Lokalisation der Hydroxylgruppen
am aromatischen Ringsystem anzusehen (Elstner 1990; Chen et al., 1996). Verschiedene Studien
beschéftigten sich intensiv mit den notwendigen molekularen Voraussetzungen (Bors et a., 1990; Hu
et al., 1995; van Acker et al., 1998; Rice-Evans und Miller, 1998).

Laut Bors et al., 1990 sind fur ene effiziente Wirkung als Radikalfanger bzw. fir ein hohes
antioxidatives Potential drei wichtige Strukturen im Molekil verantwortlich. Dazu gehort
beispidsweise die o-Dihydroxystruktur (Catechol) im Ring B, die eine hthere Stabilitdt des
gebildeten Radikals bedingt und deutlich an der Elektronendel okalisation beteiligt ist. Weiterhin zahit
Zu den wichtigen Strukturmerkmalen die Doppelbindung zwischen C-2 und C-3 im Ring C, diein
Konjugation zur 4-oxo-Gruppe treten kann. Dies ist ebenfalls fir eine Elektronendelokalisation
wichtig. Ein optimales Radikalfangerpotential wird daneben durch zusétzliche freie
Hydroxylgruppen an C-3 und C-5 erreicht. Neben den aufgefihrten strukturellen Voraussetzungen
spiden auch noch die chelatiserenden Eigenschaften fur Metallionen, wie z. B. Eisen, ene
wesentliche Rolle in der Inhibierung Metallionen-katalysierter Radikal bildungsprozesse (Mord et al.,
1994 und 1998).

Diein dieser Arbeit eingesetzten Flavonoide (Flavonole) besitzen zum Tell die angefiihrten wichtigen
Strukturvoraussetzungen fir eine antioxidative Wirksamkeit. Die chemischen Strukturformeln sind
in der Abbildung 2 dargestellt.

Ry R,
Quercetin - OH -H
Kampferol -H -H
Isorhamnetin - OCH; -H
Rutin - OH - D-Glucose-L-Rhamnose

Abb. 2: Chemische Strukturen der eingesetzten Flavonole



Theoretische Grundlagen 8

2.6 Melatonin
2.6.1 Biosynthese und physiologische Bedeutung

Bereits im Jahre 1958 wurde Méeatonin als Hauptsekretionsprodukt der Epiphyse (Glandula pinealis
= Zirbeldrise) vom Dermatologen Aaron Lerner und seinen Mitarbeitern isoliert (Lerner et .,
1958). Der Name Mdatonin leitet sich dabel aus dem Griechischen von melas (= dunkel) und tonein
(= unterdriicken) ab und spiegelt die Fahigkeit dieser Substanz wieder, auf Amphibienhaut in sehr
niedrigen Dosierungen aufhellend zu wirken (Liebmann et al., 1997). Die chemische Struktur dieser
Verbindung (Abb. 3) wurde 1959 von der gleichen Arbeitsgruppe als N-Acetyl-5-methoxytryptamin
charakterisiert und beschrieben (Lerner et al., 1959).

Nach der Wiederentdeckung von Meatonin als vidgepriesenes “ Wundermittd” werden die
verschiedensten Wirkungen und Bedeutungen der Epiphyse diskutiert und untersucht.

R CH,~CH;—N—C—CHi
@U iy
AN N

Abb. 3: Chemische Struktur von Mdatonin (R = OCHz) und N-Acetylserotonin (R = OH)

Synthetisiert wird Meatonin hauptséchlich in den Pinealozyten der Epiphyse. Daneben sind noch
andere Gewebe und Zdlsysteme zur Mdatoninbildung beféhigt, wie z. B. die enterochromafinen
Zdlen im Darm (Heuther et al., 1994) und die peripheren mononukledren Blutzellen (Finocchiaro et
al., 1991). Ausgangspunkt der Mdatoninsynthese in den Pinealozyten ist die biogene Aminosiure
L-Tryptophan. Uber Serotonin (5-Hydroxytryptamin) als Zwischenstufe wird durch Vermittiung des
Enzyms N-Acetyltransferase (NAT) die Substanz N-Acetylserotonin (N-Acetyl-5-hydroxytryptamin;
Abb. 3) gebildet. Diese wird durch das zytosolische Enzym Hydroxyindol-O-Methyltransferase
(HIOMT) zum lipophilen Indolderivat Meatonin umgewandelt (Kohen et al., 1995). Die néchtliche
Sekretion des Neurohormons Mdatonin durch die Zirbeldriise in den Blutkreislauf unterliegt einer
komplexen Steuerung und folgt einem Tagesrhythmus (zirkadianer Rhythmus), der durch die
biologische Uhr in den suprachiasmatischen Kernen des Hypothalamus geregelt wird (Wirz-Justice,
1996). Die Produktion und apulsatile Sekretion wird dabel durch die Aktivitét des Enzyms NAT
gesteuert. In der Leber erfolgt die Metabolisierung zum Hauptmetaboliten 6-Hydroxymeatonin-
sulfat, der Uber den Harn ausgeschieden wird und als Parameter fir das Ausmald der
M e atoninsekretion herangezogen werden kann (Langer et al., 1997).

Neben der Bildung der verschiedenen 6-Hydroxymeatoninkonjugate konnten Young et al., 1985
zeigen, dal3 Méatonin zu einem geringen Prozentsatz infolge einer Demethylierung in seine eigene
Vorstufe, dem N-Acetylserotonin, umgewanddt wird.
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Uber die physiologische Bedeutung von Melatonin beim Menschen existieren die verschiedensten
Thesen. So soll dieses Hormon beispidsweise die Sexualentwicklung steuern, anti-Tumoreffekte
besitzen und an immunregulatorischen Prozessen beteiligt sein (Ligbmann et al., 1997).

Gesichert ist neben diesen meist hypothetischen Annahmen, da? Mdatonin in vorwiegend
pharmakol ogischen bzw. supraphysiologischen Dosen eine sedierend-anxiolytische Wirkung besitzt
(Zhdanova e al., 1995). Daneben geht man bis zum heutigen Zeitpunkt von einer guten
Vertréglichkeit nach exogener Mdatoninzufuhr aus, da weder nennenswerte Nebenwirkungen oder
toxische Schéden beschrieben wurden (Langer et al., 1997).

2.6.2 Antioxidative Eigenschaften

Neben der mdglichen Regulation verschiedener neuroendokriner und physiologischer Prozesse, einer
eventuellen Onkopravention, einer Reduzierung Jet-lag bedingter Stérungen und der vieldiskutierten
Auswirkung auf den Alterungsprozeld wurden in der Vergangenheit immer wieder die aus-
gezeichneten Radikalfangereigenschaften von Meéatonin und die antioxidative Wirkung
hervorgehoben. Verschiedene Ubersichtsarbeiten behandeln ausfiihrlich diesen Sachverhalt (Reiter
1995, 1996; Harddand 1997; Reiter et al., 1997a; Reiter et al., 1997Db).

Homologe des Mdatonins zeigten im Mausemoddl (Blickenstaff et al., 1994) radioprotektive
Eigenschaften. Daneben wird dem Meatonin die Fahigkeit zur Gastroprotektion infolge der Wirkung
als Radikalfanger gegeniiber reaktiven Sauerstoffspezies zugeschrieben (Konturek et al., 1997).
Weiterhin soll die Expression antioxidativer Enzyme, wie z. B. der Superoxiddismutase (SOD),
durch Einsatz von Méeatonin gesteigert werden kdnnen (Antolin et al., 1996). Daneben wurde in der
Literatur Mdatonin als potenter Peroxylradikalfénger beschrieben, wobei die Effektivitéat Gber der
von Vitamin E liegen soll (Pieri et al., 1994). Durch Untersuchungen von Tan et al., 1993 konnten
unter Verwendung eines zdlfreien in vitro Systems ausgeprégte Radikalfangereigenschaften
gegentiber dem hochreaktiven Hydroxylradikal nachgewiesen werden. Neuere Arbeiten von
Karbownik et al., 2000 belegen eine Protektion nukledrer DNA und von Lipiden in Lungen und der
Milz von Ratten gegen einen oxidativen Schaden, der durch das Karzinogen d-Aminolavulinséure
hervorgerufen wurde. Ferner zeigen in vitro Daten, dal3 das Indolderivat Meatonin beispielsweise
eine durch verschiedene Faktoren induzierte Lipidperoxidation in Zdl- bzw. Gewebehomogenaten
der Retina des Auges (Chen e al., 1995) und des Gehirns von Ratten (Mechiorri et al., 1996)
wirksam inhibieren kann.

Aufgrund der hohen Lipophilie besitzt Mdatonin die Fahigkeit, sich in die Lipidbilayer einzulagern
bzw. leicht Zdlmembranen und morphophysiologische Zdlbarrieren zu durchdringen, und neben
ener zytosolischen Verteilung auch intranukledr lokalisiert zu sein (Menendez-Pdaez und Reiter,
1993; Costa e al., 1995). Diese wichtige Substanzeigenschaft kommt der antioxidativen
Wirksamkeit zugute. Fir die antioxidative Wirkung wird die Indolstruktur des Molekils
verantwortlich gemacht. Der postulierte nicht-enzymatische M echanismus der Radikalfangerwirkung
ist in Abbildung 4 schematisch dargestellt.

Das Epiphysenhormon Médatonin kann mit verschiedenen Radikalspezies, z.B. dem
Hydroxylradikal, unter Abgabe eines Elektrons reagieren. Dadurch erhdt Meatonin sdbst eine
Radikalstruktur. Es wird en Indolyl- bzw. Meatonylkationradikal gebildet, das sich durch eine
geringere Reaktivitét auszeichnet. Waeiterhin besteht die Hypothese, dal3 dieses Kationradikal en



Theoretische Grundlagen 10

Superoxidanionradikal katalytisch abfangen kann unter Bildung der nicht radikalischen Verbindung
N*-Acetyl-N*formyl-5-methoxykynuramin. Diese Substanz wird schlielich {ber den Urin
ausgeschieden. Unbekannt ist bis heute, ob das gebildete Indolylkationradikal wieder zur
Ausgangssubstanz Meatonin umgesetzt werden kann (Reiter, 1996; Reiter et al., 1997b).

CH30 : CH,—CH,—NH—CO—CHs
Melatonin
l +R.,- OH, Fe3+
CH30 CH;—CH,—NH—CO—CHs
i \ Indolylkationradikal
"
CH30 CHO— CH,— CH,—NH—CO—CHs
\QENHCHO

N1-Acetyl-N2-formyl-5-methoxykynuramin

Izl

I—Z2-e

Abb. 4. Schematische Darstellung des postulierten Radikalfangermechanismus von Mdatonin nach
Reiter, 1996; Reiter et al., 1997b

2.6.3 Bedeutung und Relevanz fir die Dermatologie

Die hochwirksame Verbindung Meatonin erweckte auch das dermatologische Interesse (Fischer et
a., 1999). Neben einem moglichen Zusammenhang zwischen dem Serummeatoninspiegel und der
Pathogenese verschiedener Systemerkrankungen, wie z. B. der koronaren Herzkrankheit (Brugger et
al., 1995), scheint dieses neuroendokrine Hormon auch fir die Hautphysiologie eine Rolle zu spielen.
Die humane Haut kann bekanntermal3en funktionell durch verschiedene Hormone und Neuropeptide
beainflufd werden. Slominski et al., 1994 kommen zu dem Schluf3, dal3 beispid sweise Saugetierhaut
(Mausmodel) ein Zidorgan fur die Mdatoninbioregulation darstellt. Dabei konnten spezifische
Bindungsstellen detektiert werden, die primé auf den epidermalen Keratinozyten und in der
Haarwurzd des Haarfolikds lokalisiert sind.

Gaudet e al., 1993 wiesen zwel |soenzyme der NAT in Hamsterhaut nach. Daneben demonstrierten
Slominski et al., 1996 eine mogliche Biotransformation von 3H-Serotonin durch kultivierte
Hamsterhaut zu N-Acetylserotonin, Mdatonin und 5-Methoxytryptamin. Aus diesen Unter-
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suchungen an Hamsterhautkulturen wurde geschlossen, dal3 Saugetierhaut allgemein zu ener
Acetylierung von Serotonin mit der Bildung von N-Acetylserotonin befdhigt ist, und ene weitere
Metabolisierung zum Meatonin und 5-Methoxytryptamin durch die Haut stattfindet. Weiterhin wird
eine Wirkung auf die Mdanogenese beschrieben, da die Tyrosinase als Schllissdenzym dieses
Prozesses durch Médatonin inhibiert werden kann. Ferner belegen verschiedene Arbeiten eine
Bedeutung von Meéatonin bei unterschiedlichen pathologischen Erkrankungszustdnden des
Hautorgans, wie z.B. be der Psoriasis (Mozzanica et al., 1988) und bem atopischen Ekzem
(Schwarz et al., 1988; Rupprecht et al., 1995). Daneben wurde die Effektivitét und der Nutzen einer
oralen Anwendung in der adjuvanten Therapie des metastasierenden malignen Meanoms untersucht
(Gonzalez et al., 1991).

Inwieweit Meatonin fir eine prophylaktische bzw. therapeutische Anwendung als topischer bzw.
oraler Wirkstoff aufgrund dieser Befunde genutzt werden kann, ist noch nicht abzusehen. Wir
richteten unser Hauptaugenmerk auf Meatonin, da in Arbeiten von Bangha et al., 1996 und 1997
und Dreher et al., 1998 eine UV-induzierte erythematdse Antwort der menschlichen Haut nach
topischer Applikation und nachfolgender Bestrahlung supprimiert werden konnte. Als Mechanismus
fur diese beobachteten Schutzeffekte wurden vorwiegend die radikalfangenden Eigenschaften dieses
Epiphysenhormons diskutiert.
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3 Material und Methoden

3.1 Verwendete Chemikalien und L ésungen

N-Acetylserotonin

Ammoniumeisen-(I1)-sulfat
Annexin-V-FLUOS
Antibiotisch-antimykotischer Zusatz

Apo2.7-PE

n-Butanol

Calciumchlorid (CaCly)

Cdl Proliferation ELISA, BrdU
(colorimetric)

Cytotoxicity Detection Kit (LDH)
Decylhydroperoxid (CioH205)

Dekon 90-Konzentrat
Dihydrorhodamin 123
N,N-Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DM SO)
Dinatriumhydrogenphosphat-2-hydrat
EDTA

Eosin geblich

Ethanol (absolut, zur Analyse)
Ethanol (ROTIPURAN®, p. a.)
Fetales Kélberserum (FKS)

Formaldehyd
Gentamycin

Dispase |

Gentianaviolett (Kristallviolett)
Glucose wasserfrel

Hamalaun nach MAYER
HBSS (Hanks' Balanced Salts)

Hydrophile Salbe nach DAB 10

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schndlldorf,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
Gibco Life Technologies GmbH, Eggenstein,
Deutschland

Coulter-Immunotech-Diagnostics, Krefed,
Deutschland

VEB Laborchemie Apolda, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
synthetisiert am Institut fir Pharmazeutische Chemie
der Martin-Luther-Universitét Halle-Wittenberg
Zinsser Analytik GmbH, Frankfurt, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
VEB Laborchemie Apolda, Deutschland
Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland

VEB Laborchemie Apolda, Deutschland

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, De senhofen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Desenhofen,
Deutschland

VEB Laborchemie Apolda, Deutschland

Gibco Life Technologies GmbH, Eggenstein,
Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland
Riedd-de Héen AG, Sedze, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Gibco Life Technologies GmbH, Eggenstein,
Deutschland

Klinikapotheke der Martin-Luther-Universitét Halle-
Wittenberg
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8-Hydroxychinolin p.a.

Isorhamnetin (ROTICHROM HPLC)
Kampferol (ROTICHROM HPLC)
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Keratinocyte-SFM (inkl. rEGF und BPE)

Linolsaure

Magnesiumchlorid (MgCl,)
Méatonin

[O-methyl-3H]-Medatonin (84 Ci/mmoal)
Methanol p.a
Methanol (HPLC rein)

Natriumborat

Natriumchlorid (NaCl) reinst p.a.
Natriumcitrat
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)
Natriumhydroxid (NaOH)

Phenolrot

POPOP

1,4-bis-2-(5-Phenyl oxazolyl)-benzen
PPO (2,5-Diphenyloxazol)
Propidiumiodid

Pufferlsungen zur pH-Meter-Eichung
(PH 4,7,9)

Quercetin Dihydrat (ROTICHROM HPLC)

RNase (Ribonuclease)

Rutin Trihydrat (ROTICHROM HPLC)
Salzséure (HCI)

Soluene®-350

Tesafilm

Toluol zur Synthese

Triton®X-100

Trypsin/EDTA (0,05% / 0,02%)

Trypsininhibitor aus Sojabohnen

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland
Serva Feinbiochemie, Heidelberg, Deutschland
VEB Laborchemie Apolda, Deutschland

Gibco Life Technologies GmbH, Eggenstein,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, De senhofen,
Deutschland

VEB Laborchemie Apolda, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schndldorf,

Geschéftsbereich Fluka, Deisenhofen, Deutschland

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Fisher Chemicals, Fisher Scientific UK Limited
Loughborough, Leics., Grof3ritannien

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

VEB Laborchemie Apolda, Deutschland

VEB Laborchemie Apolda, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland
VEB Laborchemie Apolda, Deutschland
Canberra-Packard GmbH, Dreieich, Deutschland

Canberra-Packard GmbH, Dreieich, Deutschland
Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Desenhofen,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe, Deutschland
VEB Laborchemie Apolda, Deutschland
Canberra-Packard GmbH, Dreieich, Deutschland
Beiersdorf AG, Hamburg, Deutschland
Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland
SERVA Feinbiochemie, Heiddberg, Deutschland
Gibco Life Technologies GmbH, Eggenstein,
Deutschland

Gibco Life Technologies GmbH, Eggenstein,
Deutschland
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TWEEN® 20
(Polyethylensorbitanmonol aurat)
Wasserstoffperoxid 30%
Wollwachsalkoholsalbe nach DAB 10

L 6sungen:

PBS-Puffer (phospate buffered saline)

Puck-EDTA-L8sung

Tyrode-Eosin-L 6sung

Szintillator

3.2 Gerateund Hilfsmitte

Absorptionsreader (M TP-Photometer)
Software zum Absorptionsreader
Analysenwaage

Bildanalysesystem mit
Durchlichtmikroskop
Biopsiestanzen
Brutschrank

Cédl-Harvester und Vakuum-Controller
D innschi chtchromatographieplatten

Serva Feinbiochemica, Heidelberg, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Klinikapotheke der Martin-Luther-Universitét Halle-
Wittenberg

8 gNaCl +0,2gKCl + 1,44 g Na,HPO,~ 2 H,O +
0,2 g KH,PO, ad 1000 ml Aqua bidestillata;
Einstdlung mit 1N HCI oder 1N NaOH auf pH 7,4
bzw. 7,8

0,4gKCl +8,0gNaCl + 0,35gNaHCO;+ 1,09
D-Glucose + 5 mg Phenalrot + 0,255 g EDTA
ad 1000 ml Aqua bidestillata

8 gNaCl +0,2gKCl + 0,2 g CaCl, + 0,1 g MgCl, +
0,05 g NaH,PO, + 1 g NaHCO; + 1 g Glucose ad
1000 ml Aqua bidestillata + 0,625 g Eosin Y

PPO 409
POPOP 01g

ad 1000 ml Toluol und bis zur vollstandigen Aufldsung
(2-3 h) kréftig schitteln

Labsystems iEMS Reader MF, Helsinki, Finnland
Sero Calc Vers. 4.0

Typ MC5-OCE, Sartorius AG, Gottingen,
Deutschland

Cydok, Carl H. Hilgers, Konigswinter, Deutschland
Zetopan, Reichert AG Wien, Osterreich

Stiefd Laboratorium GmbH, Offenbach, Deutschland
Vitromat Mytron, Typ sbs-11, Heiligenstadt,
Deutschland

INCO 2 Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach,
Deutschland

INOTECH, ICH-110, Wohlen, Schweiz

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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DurchfluRzytometer (FACScan)

Software zum Durchflul3zytometer

Eppendorf-Reaktionsgeféfie

Eppendorf-Zentrifuge

Falcon-Tubes
Flussigkeitsszintillationszahler

Becton Dickinson, San Jose, USA

PASCAL 3.22 (Systemsoftware)

Lysisil Vers. 1.1

CdlIFit-Software Vers. 2.01.2
Eppendorf-Nethder-Hinz GmbH, Hamburg,
Deutschland

EC 5402, Eppendorf-Nethder-Hinz GmbH, Hamburg,
Deutschland

Becton Dickinson, San Jose, USA
WALLAC-ADL-GmbH, Freiburg, Deutschland

(WINSPECTRAL 1414 Liquid Scintillation Counter)

Fluoreszenzreader (M T P-Reader)
Software zum Fluoreszenzreader
Franz-Diffusionszdle

mit Wasserbad
Fuchs-Rosenthal-Z&hlkammer
Fllspatel

Gefriermikrotom

Gewebekulturflaschen und —schalen
HaCaT-Keratinozyten

HPLC-MS-Anlage
HPLC-MS-Saule

Kapillare ektrophoresesystem und
Auswertesoftware

Laminarbox

Magnetrihrer

Mikroliterspritze

Mikroskope

96er Mikrotiterplatten (MTP)

pH-Meter (Digital pH-Meter pH 525)

Pipetten

Prézisionswaagen

Fluoroskan Ascent, Labsystems, Helsinki, Finnland
Ascent Research Edition Vers. 1.2.1.

Crown Glass Company, Sommerville, New Jersey,
USA

Thermostat B3-DC1, Haake, Karlsruhe, Deutschland
Faust GmbH, Halle, Deutschland

VEB Dentalfabrik Treffurt, Deutschland
Mikrotom-Modell 1206, Frigomobil Reichert-Jung,
Heidelberg-Nuf3och, Deutschland

Greiner GmbH, Frickenhausen, Deutschland
Deutsches Krebsforschungsinstitut Heidelberg,
Deutschland

Waters 600 E, Waters GmbH, Eschborn, Deutschland
Nucleosil 120, Macherey-Nagd, Diren, Deutschland
Dionex, Modd CES-1, Dionex Corp., Sunnyvale, USA
Borwin Version 1.21.60

HS 12, Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
MLW RUhrgerdtewerk Medingen, Freital, Typ R3T
Variomago Elektronikrihrer Poly 15, Laborbedarf
K. J. Werner GmbH, Leipzig, Deutschland

VEB Werk fir Technisches Glas, [Imenau,
Deutschland

Tdaval 3, Carl Zeiss Jena, Deutschland

Olympus CK 2, Tokyo, Japan

Greiner Labortechnik GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Wissenschaftlich-Technische Werkstétten GmbH,
Weilheim, Deutschland

Eppendorf-Netheer-Hinz GmbH, Hamburg,
Deutschland

Typ 870-13, G. Kern & Sohn, Albstadt, Deutschland
UMC 5, Sartorius AG Gottingen, Deutschland
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Quarzkapillare (45 cm, i.d. 75 uM)
Quarzplatten (8" 8 cm)
Schiittelgeréte

Sterilfilter
Szintillationsmef3gefaiie

Ultraschallbad

UV-Bestrahlungskammer |

UVA-Rohren (Hauptemissionsbereich
320-480 nm, Peak 370 nm)
UVB-R&hren (Hauptemissionsbereich
280-320 nm, Peak 309 nm)
UV-Bestrahlungskammer |1

UVA-Rohren

UVB-R&hren

UV-Sensoren
UV-Vis-Spektrophotometer
Vortex genie 2

Wasserbad

Zdlsieb

Zentrifuge mit Rotor fir 96er MTP
Zentrifugen

3.3 Zdlkultur

3.3.1 HaCaT-Keratinozyten

Supelco Park, Bellefonte, USA

QVF Labortechnik GmbH, lImenau

Thys 2, MLW Labortechnik IImenau, Deutschland
Heidolph unimax 2010, Deutschland

Sartorius Minisart steril, 600kPa max., 0,22 um
Pico Glass Vial, Pony Vial, Econo Glass Vial,
Canberra-Packard GmbH, Dreieich, Deutschland
Sonorex Super RK 102 H, Bandlin Elektronik, Berlin,
Deutschland

mit R-11-Sensoren UVA/UVB, mit UVAMAT zur
UV-Dosissteuerung, vier UVA- und vier UVB-Rohren;
Dr. Grobe UV-Elektronik GmbH, Ettlingen,
Deutschland

Philips TL-DK 30W/05, Philips Licht, Hamburg,
Deutschland

Sankyo Denki UVB lamp F15 T8 15 W

Sankyo Co, Tokio, Japan

gefertigt am Fachbereich Pharmazie, MLU-Halle-
Wittenberg, Halle/S., Deutschland

Philips CLEO Performance R (305-420 nm), Veith
Import-Export, Westerau, Deutschland
UVB-Leuchtstofflampen TL (280-350 nm), Veith
Import-Export, Westerau, Deutschland

Kuhnast Strahlungstechnik, Wéchtersbach,
Deutschland

UV mini 1240, Shimadzu Corp., Japan

Scientific Industries, USA

Thermostad B3-DC 1, Haake, Karlsruhe, Deutschland
70 pm, Becton Dickinson, NJ, USA

MLW T54, Medizintechnik Leipzig, Deutschland
Biofuge Primo, Heraeus Instruments, Gera,
Deutschland

Hettich Mikraliter, Tuttlingen, Deutschland

Fir den Haupttell der Untersuchungen an der Zdlkultur wurden HaCaT-Keratinozyten als

epidermales in vitro-Keratinozytenmodell verwendet. Die Bezeichnung HaCaT steht dabe fur
“Human Adult Low Calcium High Temperature Keratinocytes’. Es handdt sich hierbei um eine
phéanotypisch spontan transformierte epitheliale, aber nicht tumorigene, humane permanente Zdlinie,

die von der Arbetsgruppe Fusenig et a. am Deutschen Krebsforschungszentrum in Heidelberg aus
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der Peripherie eénes primédren malignen Mdanoms von der oberen Rickenhaut eines 62jdhrigen
Patienten isoliert und etabliert wurde. Als vortelhaft ist die hohe Immortalitét (>140 Passagen), die
hohe genetische Stabilitét und die weitgehend erhaltene epidermale Differenzierungskapazitét mit der
Expression differenzierungsspezifischer Markerproteine (Involucrin, Filaggrin) zu bewerten, die die
HaCaT-Zdlen fur Studien zum Proliferations- und Differenzierungsverhaltens und verschiedener
Regulationsmechanismen pradestinieren (Boukamp et al., 1988).

3.3.2 Normale humane epidermale K eratinozyten (NHEK)

Einzelne ausgewdhlte Zdlversuche wurden mit normalen humanen epidermalen Keratinozyten
(NHEK) durchgefiihrt. Die Verwendung grof3erer Zelansdtze erfuhr durch die begrenzte Sub-
kultivierbarkeit und Lebensfahigkeit gepaart mit einer vergleichsweise niedrigen Wachstumsrate und
hohen Generationszeit eine Einschrénkung. Trotz limitierter Lebensfahigkeit und Passagierfahigkeit
ener solchen Kultur spiegdt sie dennoch in vivo Verhéltnisse besser wieder und liefert zusammen
mit den Ergebnissen der HaCaT-Kultur grofRere Vergleichs- und Interpretationsmoglichkeiten. Um
spenderspezifische Unterschiede und interindividuelle Schwankungen méglichst gering zu halten,
wurden die Keratinozyten aus juvenilem Gewebe gewonnen.

3.3.2.1 Isolierung der normalen humanen epidermalen Keratinozyten (NHEK)

Zur Anlegung einer Primérkultur wurde neonatales Vorhautgewebe verwendet. Etwa 5 cn? grof3e
Hautstuicke lagen nach der Operation im Transportmedium (25 pg Gentamycin in 5 ml SFM) vor.
Das subkutane Fettgewebe wurde mechanisch entfernt, die Haut in 5° 5mm groe Stiicke
geschnitten und Uber Nacht bel 4°C im Kihlschrank in einer sterilen Dispasd 6sung (1 U/ml in PBS)
bel assen.

Vor der weiteren Praparation erfolgte eine spezidle Vorbehandiung der Kulturflaschen, um eine
bessere Anheftung der Zellen am Kulturboden zu erreichen. Dazu wurden die Kulturgeféie mit 5 ml
sterilem fetalem Kélberserum (FKS, 20%) in HBSS unter Schwenken bei Raumtemperatur
beschichtet, die Uberschiissige Lésung abgegossen und nachfolgend einmal mit sterilem PBS
(pH = 7,4) gesplilt, bevor die Kulturflaschen mit dem Kulturmedium im Brutschrank bei 37°C
temperiert wurden. Die Hautstiicke wurden aus der Dispasdedsung genommen, die Epidermis vom
dermalen Gewebe mit Hilfe einer Pinzette getrennt und die auf diese Weise gewonnenen
Epidermisanteile in ein Gefa? mit 25 ug Gentamycin in 5 ml PBS Uberfuhrt. Im Anschlul daran
erfolgte die Inkubation der Epidermissegmente mit 5 ml 0,025% Trypsi/EDTA in PBS bel 37°C fir
maximal 4 min unter Schiitteln. Daran schlof? sich die Filtration der erhaltenen Zelsuspension durch
en Zdlsieb mit einer Porengrdf3e von 70 um an. Zur Inaktivierung der Trypsinaktivitét wurde ein
Trypsininhibitor aus Sojabohnen (5 ml) zugesetzt, so da3 eine Endkonzentration von 10 mg/ml
erreicht wurde. Nach einer Zentrifugation (5 min) bei 1250 U/min wurde der Uberstand verworfen,
das Zdlpdlet vorsichtig mit Hilfe einer Eppendorf-Pipette resuspendiert und ca. 2 Millionen Zelen
in eine vorbehanddte Kulturflasche gegeben (20 ml). Nach einem Tag Wachstum erfolgte die
Entfernung von abgestorbenen, nicht angewachsenen Zdlen durch einen Mediumwechsd und die
unter 3.3.3 beschriebene Waeiterkultivierung und Passagierung. Fir die Zdlversuche kamen nur gut
wachsende fibroblasten- und melanozytenfreie Ansétze zur Anwendung.
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3.3.3 Kulturbedingungen, Subkultivierung und Passagierung der K eratinozyten

Die Kultivierung der epidermalen Zdlen erfolgte in einem spezidlen serumfreien Keratinozyten-
medium (SFM) mit 25 pg/ml Rinderhypophysenextrakt, 0.1 —0.2 ng/ml humanen epidermalen
rekombinanten Wachstumsfaktor (rEGF) als standardisierte Mediumzusétze und einem antibiotisch-
antimykotischen Zusatz (0,25 pug/ml Amphotericin B, 100 IU/ml  Penicillin G, 100 mg/ml
Streptomycin).

Die Calciumionenkonzentration hatte mit 0,09 mM niedrigen Calcium-Status. In Abhéngigkeit von
der Calciumionenkonzentration im Kulturmedium kann eine Keratinozytenzd lkultur zur Proliferation
oder Differenzierung angeregt werden (Boyce und Ham, 1983). Hohe Calciumionenkonzentrationen
im physiologischen Bereich (> 1,0 mM) fuhren dabe zu ener terminalen Differenzierung und
Stratifizierung, wohingegen niedrige, in unseren Versuchen verwendete Konzentrationen (< 0,1 mM)
die Bildung einer adhérenten Einzelschicht (Monolayer) proliferierender Keratinozyten begiinstigen,
und fur Studien zur Untersuchung des Ze lwachstums unter Substanzeinfluf? besonders gut geeignet
sind (Ponec et al., 1989; Ponec et al., 1990).

Zur Subkultivierung wurde das Kulturmedium nach etwa 7 Tagen entfernt und die adhdrenten
Keratinozyten mit PUCK/EDTA gespiilt. Danach erfolgte die Zugabe einer auf 37°C vorgewarmten
0,05%-igen Trypsin-EDTA-LGsung und eine Inkubation von ca. 10 min im Brutschrank unter
gelegentlichem Schitteln. Um eine Beeinflussung der Keratinozytenlebensfahigkeit zu verhindern,
wurden langere Einwirkzeiten vermieden (Lindl, 2000). Die erhaltene Zdllsuspension wurde mit einer
Eppendorf-Pipette abgezogen und in ein steriles Zentrifugenglas gegeben. Zur Inaktivierung der
proteolytischen Trypsinaktivitét wurde das Kulturgeféd mit 1 —2 ml Medium gespult und mit der
Zdlsuspension verreinigt. Fur die Zdlanzahlbestimmung wurde das Volumen der Suspension
emittelt, 100 Il der Suspension zu 400 pl Thyrode-Eosinlésung (Vitalféarbung) gegeben
(Verdinnung 1:5), durchmischt, in ene Fuchs-Rosenthal-Kammer gefllt, die Iebenden
Keratinozyten in funf Gruppenquadraten unter einem Lichtmikroskop ausgezahlt, addiert und die
Gesamtzdlanzahl unter Einbeziehung des Kammerinhaltes (" 1000), des Verdiinnungsfaktors und
des vorher bestimmten Suspensionsvolumens berechnet.

Im Anschlul3 daran erfolgte die Zentrifugation der Zelsuspension bei 1500 U/min fur 5 min mit
anschliefendem Abgiefen des Uberstandes. Die Zedlsuspension wurde mit einer entsprechenden
Menge an Kulturmedium ergénzt, um eine Konzentration von 1 Million Zdlen in 1 ml zu erhalten.
Entsprechend den experimentelen Erfordernissen schlof sich die Einsaat der Zdlen in 96er MTP in
einer Anfangszelldichte von 5000 Zdlen/200 ul in jedes well oder in Kulturschalen verschiedener
GroiRe (0,3 Millionen Zdlen/5 ml; 21 crm? bzw. 0,2 Millionen Zdlen/2 ml; 8,7 cn?) an oder diente
der weiteren Passagierung in Kulturflaschen (1 Million Zdlen/20 ml).

Die Kultivierung erfolgte bel 36 - 37°C, einer Luftfeuchtigkeit von 90% und in 5%-iger CO.-
Atmosphédre. HaCaT-Zdlen der 24.-50. Passage und NHEK der 2. Passage wurden fir die
durchgefiihrten Zdlversuche genutzt.
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3.4 Herstellung der eingesetzten Wirkstofflosungen und durchgefihrte
I nkubationsschemen

Fiar ale verwendeten Wirkstoffe mufte ein gedignetes Losungsmittd als Ldsungsvermittler
eingesetzt werden, wobei auf Vertraglichkeit in der Zdlkultur geachtet wurde. StammlGsungen von
Méatonin sowie N-Acetylserotonin wurden mit absolutem Ethanol hergestellt und mit sterilem PBS
bzw. einem Ethanol-PBS-Gemisch (2,2 Val.-%) zur Bereitung einer entsprechenden K onzentrations-
reihe verdinnt. Die Konzentration an Ethanol in der Zdlkultur betrug 0,2 Vol.-%. Aufgrund der
Oxidations- und Lichtempfindlichkeit wurde Meatonin unter Argon aufbewahrt und die hergestellten
Gebrauchs Gsungen bis zu Versuchsbeginn lichtgeschiitzt gelagert.

Die verschiedenen Flavonoide (Quercetin, Kémpferol, Rutin) wurden in DMSO geldst, mit PBS
(pH = 7,8) bzw. mit DMSO-PBS (pH = 7,8; 1,1 Vol.-%) zur Herstdlung einer Konzentrationsrethe
verdunnt. Die Endkonzentration an DM SO lag im Kulturmedium be 0,1 Vol.-%. Um eventuelle
Instabilitéten der wal¥rigen Lésungen und damit einen Wirkungsverlust auszuschlief3en, erfolgte vor
jedem Versuch die Herstellung frischer L osungen.

3.5 Noxenexponierung der Zellkultur

Die Schadigung der Keratinozyten erfolgte auf unterschiedliche Weise. Als physikalische Noxe
wurde UV-A und UV-B Strahlung und als chemische Noxen Decylhydroperoxid,
Wasserstoffperoxid und das System Ammoniumeisen-(I1)-sulfat/8-Hydroxychinolin zur Erzeugung
einer Fe*"-induzierten Toxizitdt verwendet. Der genaue Ablauf der jeweiligen Noxenexponierung
wird in den folgenden Ausfiihrungen und den jeweiligen Ergebniskapiteln néher beschrieben.

3.5.1 UV-A und UV-B Bestrahlung

Vor jeder Bestrahlung wurde das Kulturmedium von den Zellen entfernt und durch steriles, auf 37°C
temperiertes PBS (pH =7,4) ersatzt, um eventudle undefinierte, das Ergebnis Uberlagernde
Reaktionen mit Mediumbestandteilen auszuschlief3en, wie z. B. UV-Absorptionen und Bildung
radikalischer Reaktionsprodukte, und eine bessere Interpretation der Ergebnisse zu ermdglichen. Die
Bestrahlung erfolgte in einer speziellen Bestrahlungkammer, die eine selektive Exposition mit UV-A
oder UV-B Licht und gleichzeitig eine genaue Dosiserfassung ermoglichte.

Die unbestrahiten Kontrollen in den 96er MTP wurden wahrend des Bestrahlungsvorganges durch
ene Aluminiumfolie geschitzt. Die unbestrahlten Kontrollen in den Kulturschélchen verblieben
lichtgeschiitzt unter der Laminarbox. Nach jeder UV-Exposition erfolgte die Entfernung des PBS miit
anschliel}ender Zugabe von frischem, temperiertem SFM und ene entsprechende Weiterkultivierung
(vgl. Ergebnisteil).

3.5.2 Decylhydroperoxid

Zur Herstdlung entsprechend konzentrierter Decylhydroperoxidiésungen (DHP) wurde Ethanol als
Ldsungsvermittler verwendet und die erhaltene Stammldsung mit sterilem PBS (pH = 7,4) bzw.
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eéinem Ethanol-PBS-Gemisch (5,5 Vol.-%) verdinnt. Nach einer 30mindtigen Vorinkubation der
HaCaT-Zdlen mit Mdatonin erfolgte die Zugabe der DHP-Ldsungen (M ediumendkonzentration
125 uM und 250 uM) fur 30 min. Danach schlof3 sich en Waschschritt mit PBS und en
Mediumwechsd an. Nach 24stiindiger Weliterkultivierung wurde die DNA-Syntheserate und die
L ebendzellanzahl bestimmt. Die Ethanolkonzentration in der Zd lkultur lag bei 0,5 Vol.-%.

3.5.3 Wasser stoffperoxid

Die Herstdlung der gewlinschten Konzentration an Wasserstoffperoxid erfolgte durch Verdinnen
mit sterilem PBS. Das Kulturmedium wurde nach Vorbehandiung mit dem jewelligen Antioxidanz
(vgl. Ergebnistell) von den Keratinozyten entfernt und die Zellen mit sterilem, temperiertem PBS
gewaschen. Danach schlof3 sich eine zeitabhangige Wasserstoffperoxidinkubation mit oder ohne
gleichzeitiger Wirkstoffsupplementierung an. Nach dem Waschen der Keratinozyten mit PBS und
der Zugabe von frischem SFM erfolgte die Weiterkultivierung fir 24 h,

3.5.4 Ammoniumeisen-(I1)-sulfat/8-Hydroxychinolin

Zur Untersuchung des EinfluRverhaltens von Fe* auf das epidermale Zelsystem wurden
Ammoniumeisen-(I1)-sulfat und 8-Hydroxychinolin in sterilem SFM gelGst und vor der Zugabe zum
Kulturmedium im Verhdltnis 1:1 gemischt. Die Endkonzentration betrug jeweils 50 uM. Der Zusatz
von 8-Hydroxychinolin und die daraus resultierende Komplexbildung sollte eine leichtere Aufnahme
in die Zdlen bewirken.

3.6 Charakterisierung des Proliferationsverhaltensund der Zytotoxizitat

Die Abschéatzung der Keratinozytenvertraglichkeit der eingesetzten Substanzen und die Beurteilung
des zytoprotektiven Potentials gegen verschiedene exogene schédigende Faktoren geschah durch
Bestimmung der DNA-Synthesdleistung und der Zellanzahl bzw. der vitalen Zelen nach sinnvollen
Inkubations- und Weiterkultivierungszeiten.

3.6.1 Bestimmung der DNA-Syntheseleistung

Die Bestimmung der DNA-Syntheserate als Mal? fir das proliferative Potential der Zellpopulation
nach Einflul verschiedener exogener Noxen erfolgte durch Einbau und Nachwes des
nichtradioaktiven Basenanalogon 5-Brom-2‘-desoxyuridin (BrdU) anstelle von Thymidin wahrend
der Synthesephase des Zdlzyklusses (Porstmann et al., 1985; Magaud et al., 1988). Dazu wurden
die Keratinozyten in 96er M TP nach vorangegangener Behandlung bzw. Schadigung mit einer BrdU-
Ldsung (20 pl/2ml SFM; 20 pl/wdl) fir 2 h im Brutschrank inkubiert. Nach diesem Labeln der
Zdlen mit BrdU und Entfernen des Kulturmediums erfolgte die Fixierung und Permeabilisierung
durch Zugabe von 200 ul FixDenat fur 30 min bei RT. Nachfolgend schlof3 sich eine Inkubation
(90 min) mit einem Peroxidase-markierten anti-BrdU-AK (6,5 il Antikorperlésung/1 ml Antikorper-
verdinnungsldsung; 100 pl/well) an. Vor der Zugabe der Substratldsung wurden die Zdlen finfmal
mit einer Waschpufferlosung laut dem Herstelerprotokoll zum Cdl Proliferation ELISA, BrdU
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(colorimetric) gewaschen, der Puffer sorgfaltig entfernt und 100 pl der Substratlésung (3,3'-5,5'-
Tetramethylbenzidin) zugegeben. In einer Enzym-Substrat-Reaktion erfolgte die Umsetzung des
Substrates durch die Peroxidase zu einem blau geférbten Reaktionsprodukt. Dieses wurde bei
370 nm gegen eine Referenzwelenldnge (492 nm) nach 14 min be 25°C vermessen. Die
unbehandelte Kontrolle diente als 100%-Wert.

3.6.2 Bestimmung der Lebendzellanzahl und M essung der Zellvitalitat

Bei den meisten durchgefiihrten Versuchen wurde paralld zur Bestimmung der DNA-Syntheserate
as weterer zweiter Parameter eine Bestimmung der Zdlvitalitét (Zytotoxizitat) bzw. der Lebend-
zdlanzahl durchgefihrt.

3.6.21LDH-Test

Es wurde die Lactatdehydrogenaseaktivitét nach Lyse lebender intakter adhdrenter Zdlen als Mal3
fur die Lebendzelanzahl bestimmt. Nach entsprechender Vorinkubationszeit erfolgte das Entfernen
des Kulturmediums von den 96er MTP, die Lysierung der Zellmembran durch Zugabe einer 1%-igen
(m/'V) TritonOX-loo-L(jsung in SFM (200 pl/well) und ene zwestindige Inkubation im
Brutschrank. An diesen Inkubationsschritt schlof sich eine Zentrifugation der 96er MTP bel
1700 U/min far 10 min an. Vom LDH-haltigen zdlfreien KulturUberstand wurden je 100 pl
vorsichtig abgenommen und in ene neue 96er MTP Uberfihrt. Zur Bestimmung der LDH fand der
Cytotoxicity Detection Kit (LDH) nach Angaben des Herstdlers Anwendung. Zu 2100 pl
Kulturiiberstand wurden 100 ul der frisch bereiteten Reagenslosung zugesetzt und die Absorption
des gebildeten Reaktionsproduktes bel 492 nm nach 14 min (25°C) gegen eine Referenzwellenléange
von 620 nm vermessen.

3.6.2.2 Zytotoxizitatstest (Vitalféarbung)

Nachdem die Keratinozyten in 96er MTP in entsprechender Weise vorinkubiert oder geschéadigt
worden waren, erfolgte die Entfernung des Kulturmediums und die Fixierung bzw. Denaturierung
der vitalen Zdlen mit Methanol (200 pl/wel) far 15 min be RT. Danach wurden die Platten
mehrmals mit Wasser gewaschen, bevor ene 0,1%-ige ethanolische Gentianaviolettlésung
(200 pl/wel) zur Anféarbung der adhérenten Zdlen (Proteinfarbung) zugegeben wurde, die dann fir
mindestens 15 min auf den Zellen verblieb. Nach drei weiteren Waschschritten mit Leitungswasser
und der grundlichen Entfernung des Restwassers erfolgte die Zugabe einer 0,1 M Natrium-
citratlésung in 50% Ethanol (100 pl/well) zum Ldsen des Farbstoffes. Danach wurde die optische
Dichte in einem Mikrotiterplattenphotometer bei einer Wdlenlénge von 540 nm bestimmt (Flick und
Gifford, 1984).

3.7 Bestimmung intrazellularer Peroxide mittels Dihydrorhodamin 123 (DHR)

Eine Stammlésung (5 mM) an Dihydrorhodamin 123 (DHR) wurde durch Auflésung in N,N-
Dimethylformamid (DMF) erhalten und im Gefrierschrank lichtgeschitzt gelagert. Vor jedem
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Experiment erfolgte die Herstelung der DHR-Gebrauchsldsung (55 uM) durch Verdinnen mit
sterilem PBS (pH = 7,4).

Nach entsprechender Vorinkubation mit der zu untersuchenden Verbindung (Kap. 4.4) wurde 45 min
vor der UV-Bestrahlung die DHR-Gebrauchsiosung (20 pl/wel) zum Medium ener konfluenten
Zdlkultur in 96er MTP (5 uM DHR-Mediumendkonzentration) zugegeben, wobel die DMF-
Konzentration in der Kultur 0,1 Vol.% betrug. Nachfolgend schlof? sich eéin zweimaliges Waschen
der MTP-Platten mit sterilem PBS zur vollsténdigen Entfernung von zdloberflachlich gebundenem
DHR an. Die nachfolgende UV-Exposition erfolgte entweder in PBS oder die Prifsubstanz wurde
erneut den Zdlen zugegeben. Innerhalb von 15 min nach der jeweligen Schadigung erfolgte die
Vermessung des fluoreszierenden Reaktionsproduktes Rhodamin 123 in einem Fluoreszenzreader bei
ene Exitationswelenldnge von 485nm und einer Emissionswdlenlange von 538 nm. Die
Durchfihrung dieses Testes geschah in Anlehnung an Peus et al., 1998 und 1999.

3.8  Flowzytometrische Bestimmung der Apoptose und des
Zdllzyklusphasenverteilungsmusters

3.8.1 Abldsen und Préparation des Probenmaterials

Die Zdlen in den vorbehandeten Kulturschalen wurden nach Entfernen des Mediums mit 1 —2 ml
PUCK/EDTA-L6sung gewaschen. Danach erfolgte der Zusatz von 1 ml einer 0,05%-igen Trypsin-
EDTA-LGsung und eine Inkubation im Brutschrank fur maximal 10 min. Zur Inaktivierung der
Trypsinaktivitdt wurden 2ml ener 2%-igen inaktivierten FKS/PBS-LOsung zugegeben, die
ZdIsuspension in Zentrifugenréhrchen gefillt, die Kulturgefal3e mit 4 ml PBS (pH = 7,4) gespuilt
und die Zdlen gezéhlt (3.3.3). Nachfolgend schlof3 sich eine 5Smindtige Zentrifugation bel
1500 U/min an. Nach dem Abgief3en des Uberstandes erfolgte die Einstellung einer Zelkonzentration
von 1 Million Zdlen in 1 ml PBS. Fir die Bestimmung des Zd|zyklusphasenverteilungsmusters oder
der Apoptose wurden ca. 0,5 10° Zdlen in 0,5 ml PBS entnommen und der weiteren Préparation
zugefihrt.

3.8.2 Untersuchung des apoptotischen Zelltodes

Grundsétzlich kann eéin Nachweis des programmierten Zeltodes (Apoptose) mit Hilfe verschiedener
Mel3parameter qualitativ und quantitativ in den verschiedenen Apoptosestadien erfolgen (Pepper et
al., 1998). Fir die vorliegenden Untersuchungen und Fragestellungen wurde zur Bestimmung friher
Phasen der Apoptose die Translokalisation von Phosphatidylserin an die Aul3enseite der Zytoplasma-
membran und die Expression des Mitochondrienmembran-spezifischen Proteins Apo2.7 (Zhang et
al., 1996) mittels Flowzytometrie detektiert.

3.8.2.1 Bestimmung der Translokalisation von Phosphatidylserin

Als Marker fur frih-apoptotische Prozesse wurde die Translokalisation von Phosphatidylserin von
der zytoplasmatischen zur extrazdluldren Membranseite Uber die Bindung von FLUOS-markiertem
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Annexin-V  (Annexin-V-FLUOS-Kit) bestimmt (O'Brien e a., 1997). Nach jeweliger Vorbe-
handlung und Exposition der Keratinozyten mit der entsprechenden exogenen Noxe wurden die
Zdlen geerntet (3.8.1), 0.5 10° Zdlen/0,5 ml PBS in Falcon-Tubes gefilllt, 5 min bei 1300 U/min
zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Das Zdlpelet wurde durch Zugabe von 100 pl
Markierungslosung (10 il Annexin-V-FLUOS Stammidsung, 10l Pl [50 pg/mi], 500 pl
Inkubationspuffer) resuspendiert. Nach einer Inkubation (15 min) im Dunkeln erfolgte die Zugabe
von 400 ul Inkubationspuffer (10 mM Hepes, 140 mM NaCl, 5 mM CaCl,, mit NaOH auf pH = 7,4
eingestellt). Anschlief3end wurden die Proben der durchfluf3zytometrischen Messung zugefihrt. Die
simultane Zugabe des DNA-Farbstoffes PI diente dabei der Uberprifung der Membranintegritat. Da
Pl nur permeabilisierte Membranen nekrotischer oder spétapoptotischer Zdlen passiert, konnte
durch Pl zwischen apoptotischen und spatapoptotisch/nekrotischen Zelen differenziert werden
(Tab. 2). Als Ergebnis der flowzytometrischen Zweiparametermessung wurden charakteristische
Dotplots erhalten, aus denen aufgrund der unterschiedlichen Fluoreszenzintensitéten der Einzelzellen
géine prozentuale Zuordnung und Unterscheidung zwischen dem vitalen, apoptotischen oder
spéatapoptotisch/nekrotischen Anteil der Zellpopulation erfolgen konnte,

Tab.2: Differenzierung zwischen der vitalen, der apoptotischen und der spétapoptotisch/nekrotischen
Zdlpopulation durch Anférbung mit Annexin-V-FLUOS und PI

Annexin-V-FLUOS Pl
vitale Zdlen negativ negativ
apoptotische Zelen positiv negativ
spatapoptotisch/nekrotische Zelen positiv positiv
Zdlkerne negativ positiv

3.8.2.2 Bestimmung des Apoptose-spezifischen Mitochondrienmembranproteins
Apo2.7

Nach der Ablésung und Zentrifugation der behandelten Keratinozyten wurden 0,5 10° Zdlen in
0,5ml PBS-B (PBS + 2% inaktiviertes FKS) aufgenommen, in Falcon-Tubes Uberfihrt, 5 min mit
1300 U/min zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und das Zellpellet aufgeklopft.

Um die Zdlmembran fur den Apo2.7-Antikbrper durchléssig zu machen, erfolgte ene
Permeabilisierung durch Inkubation mit 100 pl PBS-T (PBS-B + 0,1% TWEENC’ZO) far 5 min bei
Raumtemperatur. Danach wurde die Zdlsuspension mit 1 ml PBS-B aufgefillt, 5min mit
1300 U/min zentrifugiert, der Uberstand abgegossen und das Zdlpdlet aufgeklopft. Nachfolgend
wurden 10 pl des PE-markierten Apo2.7-Antikorpers zugegeben, fir 30 min im Dunkeln auf den
Zdlen bdassen und anschlieffend mit 2 ml PBS-B versetzt. Daran schlol3 sich eine Zentrifugation
(5 min, 1300 U/min) an. Der Uberstand wurde dekantiert und mit 0,5ml PBS resuspendiert.
Innerhalb von 1 h erfolgte die Vermessung der Proben am Flowzytometer, wobel die Proben bis zur
Einzelmessung im Dunkeln aufbewahrt wurden. Als Ergebnis wurden charakteristische Histogramme
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erhalten, aus denen die Apo2.7 positiven und die Apo2.7 negativen Zdlen (Fluoreszenzmessung)
nach Auswertung (Auswertesoftware) prozentual ersichtlich waren.

3.8.3 Untersuchung des Zellzyklusphasenverteilungsmusters

Die Anwendung der Flowzytometrie ermdglicht die Bestimmung des Zdlzyklusphasenverteilungs-
musters einer Zdlpopulation aufgrund des DNA-Gehaltes der Einzelzellen und die Zuordnung zur
Go/Gy-, da S oder dar Gy/M-Phase. Mit diesem methodischen Ansatz kann eine Analyse
verschiedener exogener Einfluf¥faktoren auf den Zelzyklus erfolgen.

Nach einer fir die entsprechende Fragestellung gewdahiten Inkubationszeit und dem Abldsen der
Keratinozyten (3.8.1) wurde unter Vortexen kaltes 80%-iges Ethanol (4,5ml) zu den Zdlen
(0,5° 10°in 0,5 ml PBS) hinzugefiigt, tiber Nacht auf den Zellen belassen (K iihlschrank) und dann
mit 1400 U/min fir 4 min zentrifugiert. Danach schlof sich die Zugabe von 1 ml PBS + Tween®20
(0,5%) zum Zdlpdlet und eine Inkubation (15 min) an. Nach einer weiteren Zentrifugation
(1400 U/min, 4 min) und dem Verwerfen des Uberstandes erfolgte die Zugabe einer RNase-L ésung
(350 pl, L mg/ml in PBS) zur enzymatischen Verdauung zellulérer RNA. Im Anschlul3 daran wurde
zur Anférbung der Zdlkerne eine Propidiumiodidiésung (400 pl, 100 pg/ml in PBS) zugeftigt und
fur weitere 10 min bel 4°C im Dunken inkubiert. Dabei erfolgt eine Interkalation von Pl in die DNA
unter Ausbildung eines stéchiometrischen DNA-Propidiumiodid-K omplexes. Die Proben wurden der
Messung am Flowzytometer zugefiihrt. Zelaggregate fanden keine Berlcksichtigung. Die
gemessenen Propidiumiodidfluoreszenzintensitéten der Einzelzellen gegen die Zdllanzahl aufgetragen
ergaben charakteristische DNA-Histogramme, in denen die prozentuale Zuordnung zur Gy/G;-, S
und der Gy/M-Phase durch Anwendung der CdlFit Software und durch Wahl enes geeigneten
mathematischen M odelles getroffen werden konnte.

3.9 Bestimmung der UV-A induzierten Linolsdureperoxidation mittels Kapillar-
zonenelektrophorese

Als instrumentell-analytische Trenntechnik zum Nachweis der UV-A induzierten Linolsdure-
peroxidation unter Einfluld von Méatonin und N-Acetylserotonin wurde die Kapillarzonen-
eektrophorese (CZE) angewandt. Das Prinzip der eektrophoretischen Trennung beruht generd! auf
Mobilitétsdifferenzen geladener Tellchen in einem dekirischen Feld (Engelhardt et al., 1994).

Fir die durchzufihrenden Untersuchungen wurden jeweils 10 mM Stammlésungen von Meatonin
und N-Acetylseratonin durch Lésen in absolutem Ethanol und anschlief3endem Verdiinnen mit PBS
(pH = 7,4) ohne NaCl (PB) frisch hergestdlt. Der Ethanolgehalt in den Proben betrug 4 Val.-%. Alle
weiteren Konzentrationen (1 mM; 0,1 mM und 0,01 mM) wurden durch Verdiinnen mit Ethanol/PB
4Vol.-% erhalten. Die Herstdlung einer 1,1 mM Linolsdure ésung erfolgte durch Losen in PB und
einer Homogenisierung fur 5 min im Ultraschallbad zur Herstellung eines micelaren Systems. Nach
jeder Entnahme schlof? sich zur Verhinderung der Autoxidation von Linolsiure eine Begasung mit
Argon an. Von der Linolsaurdésung wurden 9 ml und von der jeweiligen Mdatonin- bzw. N-
Acetylserotoninlésung 1 ml (Kontrollen 1 ml Ethanol/PBS 4 Vol.-%) in Planschliffglser gefullt.
Bevor die Gefél3e durch ene Quarzplatte abgedeckt einer dosisabhéngigen UV-A Bestrahlung
(7,5 und 15 Jcn®) bel RT zugefuhrt wurden, erfolgte die erste Probenentnahme (Leerwert: 0 Jcn?,
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200 ul). Waéhrend des Bestrahlungsvorganges wurden die Proben permanent gerihrt und
nachfolgend direkt der kapillarzonenelektrophoretischen Trennung zugefiihrt. Die be der UV-A
induzierten Linolsaureperoxidation entstehende Hydroperoxyoctadecadiensaure (HPODE) konnte
aufgrund eines konjugierten Doppebindungssystems im Molekil UV-photometrisch bei 234 nm
detektiert werden. Eine quantitative Auswertung erfolgte Uber die erhaltenen Peakflachen im
Elektropherogramm. Als Positivkontrolle diente die UV-A abhéngige Peroxidation der Linolséure
ohne Méatonin- bzw. N-Acetylserotoninsupplementierung. Diese wurde 100 % gesetzt und
vergleichend dazu der dosisabhéangige Einflul? beider Indolderivate betrachtet.

Aufgrund der hohen UV-Absorption von Medatonin und N-Acetylserotonin im UV-C Bereich
konnten paralld zu den HPODE-Peaks die Mdatonin und N-Acetylserotoninpeaks bei 234 nm
detektiert und Aussagen zur Photostabilitét dieser Substanzen getroffen werden.

Die einzelnen Untersuchungen wurden mit folgenden Wirkstoffendkonzentrationen durchgeftihrt:

Linolséure 1mM
Méatonin 0,001 mM; 0,01 mM; 0,1 mM; 1 mM
N-Acetylserotonin 0,001 mM; 0,01 mM; 0,1 mM; 1 mM
Trennbedingungen:
CE-Gerét: Dionex, Modd CES-1
Injektion: hydrostatisch aus 20 cm Héhe 20 slang
Temperatur: konstant
Spannung: 25 kv
Kapillare: aus amorphem Siliciumdioxid (Quarzkapillare) von Supelco
Innendurchmesser i.d.: 75 um
Kapillarlange: 45cm
Lange bis zum Detektionsfenster: 40 cm
Grunddektrolytpuffer: 10 mM Natriumborat in Aqua bidest., pH 9
Detektion: UV-Detektion bei 234 nm

3.10 Aufnahme der Absorptionsspektren

Méatonin und N-Acetylserotonin wurden in absolutem Ethanol gelést und mit PBS (pH = 7,4)
verdinnt. Der Ethanolgehalt lag be 0,2 Val.-%, um vergleichbare Bedingungen zu den Zdl-
versuchen herzustelen. Die 1 und 0,1 mM Ldsungen wurden in eine abdeckbare Quarzkiivette
gefillt, das Absorptionsspektrum vor der Bestrahlung nach Durchfiihrung einer Basiskorrektur
gegen das Losungsmittd PBS/Ethanol 0,2 Val.-% aufgenommen, die Abdeckung auf den Quarz-
kivetten mit Tesafilm fixiert und die Kivetten in horizontaler Lage mit 100 mJcn? UV-B oder
12 Jem? UV-A bestrahlt. Danach erfolgte erneut die Aufnahme eines Absorptionsspektrums im
Bereich von 280 bis 800 nm.
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3.11 Dunnschichtchromatographie

Zum qualitativen Nachweis und der Trennung der nach UV-A Bestrahlung entstandenen
Photoprodukte wurden 1 bzw. 10 mM Ldésungen von Médatonin bzw. N-Acetylserotonin in
absolutem Methanol hergestdlt, jewells 4 ml in spezidle UV-durchldssige Quarzgefélie gefllt,
seitlich verschlossen und mit 15 Jcm? UV-A unter standigem Rihren bestrahit. Im Anschlul? daran
erfolgte ein Konzentrieren der Losungen und der Auftrag der unbestrahlten und bestrahlten Proben
auf ene Kiesdgdplatte Fu,, die dann in einer, mit Methanol/n-Butanol (60 + 40) geftllten und
geséttigten DC-Kammer entwicket wurde. Die Auswertung erfolgte unter einer UV-Lampe be 254
und 366 nm.

3.12 Bestimmung der Aufnahme von Melatonin in die HaCaT-Zellen

Am vierten Kultivierungstag der HaCaT-Zdlen erfolgte die Zugabe des unmarkierten Meatonins
zum Kulturmedium (Endkonzentrationen: 0,0001; 0,001; 0,01; 0,1 und 1 mM). Danach wurden
20 pl der 2H-Mdatoninlésung (0,5 UCi) zu jedem well (200 ul) zugegeben und die Platten fir 2 bzw.
24 hiim Brutschrank weiterkultiviert. Nach dieser Inkubationszeit wurde das M edium von jedem well
abgenommen und in Szintillationsmel3gefélien gesammelt. Danach schlof sich ein Waschschritt mit
PBS (pH = 7,4; 200 pl/well) an, wobei die Waschfliissigkeit mit dem jeweiligen Uberstand im
Mel3gefan vereinigt wurde. Zum Abldsen der adhérenten Zelen wurden je well 200 ul 0,5% Trypsin
zugegeben, bei 37°C im Brutschrank fur 10 min inkubiert, geschittedt und der vollstdndige
Abldsevorgang unter einem Lichtmikroskop kontrolliert. Danach erfolgten Absaugen, Spilen mit
bidestilliertem Wasser und Sammeln der abgdtsten Zdlen auf einem Filterpapier mit Hilfe eines
Zdlharvesters und die nochmalige Kontrolle der vollstandigen Entfernung der Zelen aus der MTP.
Die Filterblattchen mit den abgdosten Zdlen wurden im Anschlul3 in Szintillationsmef3gefélie
gegeben, Uber Nacht getrocknet, nach 12 h mit 4 ml SzintillationsflUssigkeit (OptiPhase, HiSafe3)
aufgefllt und der Flissigkeitsszintillationsmessung zugeftihrt. Die Quantifizierung der in die Zdlen
aufgenommenen M e atoninmenge erfolgte Uber eine externe Kalibrierreihe.

3.13 Untersuchungen der Penetration in Humanhaut ex vivo
3.13.1 Gewinnung und Préparation des biologischen M aterials

Bei dem fir die Penetrationsstudien zur Verfigung stehenden Hautmaterial handelte es sich um
Mammareduktionsplastiken von 23 bis 56 jahrigen Probandinnen. Innerhalb eines mdglichst kurzen
Zeétraumes bis 4 h nach der Operation erfolgte die Aufarbeitung des biologischen Materials. Dazu
wurde zuerst eine Sauberung mit isotonischer KochsalzlGsung vorgenommen und das subkutane
Fettgewebe sorgféltig und vollstandig entfernt. Danach schlol3 sich die Herstdlung runder
Hautstliicke definierter Grof3e unter Zuhilfenahme enes Lochesens (d=2cm) an. Die so
gewonnenen Hautpraparate wurden einzeln in Aluminiumfolie luftdicht eingepackt und nach
Probandinnen getrennt bei —20°C im Gefrierschrank fur maximal 6 Monate gdagert. Fir eine
bessere Vergleichbarkeit und Standardisierbarkeit der verschiedenen Penetrationen kam Haut
weitgehend altersgleicher Probandinnen und méglichst gleicher Lagerungsdauer zur Anwendung.
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3.13.2 Ermittlung der mittleren Epidermisbreiten

Von jedem erhaltenen Mammahautpréparat wurde die mittlere Epidermisbreite bestimmt und
dokumentiert. Dazu erfolgte die Anfertigung histologischer Schnitte, indem ein kleines Hautsttick vor
der Einbettung in Paraffin mit 4%-igem Formaldehyd fixiert und in der aufsteigenden Alkoholreihe
entwassert wurde. Danach schlof3 sich die Anfertigung von 5 um dicken Gewebeschnitten mit Hilfe
eines Mikrotoms an. Die so gewonnenen Schnitte wurden unmittelbar danach in heiRem Wasser auf
Objekttrager aufgezogen und zur Gléttung fur 30 min im Trockenschrank bel 60°C belassen. Nach
Entfernung des Paraffins wurde die Hamalaun-Eosin-Farbung (HE) (Ha&malaun-Farbung nach
MAYER) (Romes, 1989) durchgefiihrt und die histologischen Hautschnitte nochmals entwéssert
und daran anschlie3end eingedeckt. Die HE-geférbten Praparate wurden mit dem Morphometrie-
Unterprogramm des Bildanalysesystems CYDOK untersucht. Es wurden fiinfzehn automatisch
berechnete Einzelwerte aus verschieden markierten Epidermisabschnitten zur Berechnung eines
Mittelwertes mit Standardabwei chung herangezogen.

3.13.3 Herstellung der wirkstoffhaltigen Zubereitungen

Fir alle Penetrationsversuchskomplexe wurden die Wasserhaltige Hydrophile Salbe (Ol-in-Wasser-
Emulsion, O/W) und die Wasserhaltige Wollwachsalkoholsalbe (Wasser-in-Ol-Emulsion, W/O) des
Deutschen Arzneibuches als Standardvehikel verwendet.

3.13.3.1 Melatonin (1%-ig)

Méeatonin wurde in absolutem Ethanol (15 mg in 300 ul) in eéinem Eppendorff-Reaktionsgefan unter
Vortexen gelost. In einen kleinen Glasmorser wurden 0,990 g der Wasserhaltigen Hydrophilen Salbe
bzw. der Wasserhaltigen Wollwachsalkoholsalbe eingewogen und die ethanolische Meatoninlsung
(20 mg in 200 pl) in kleinen Anteilen hinzugefugt, grindlich eingearbeitet und ca. 5 min gerdihrt. Die
Zubereitungen wurden frisch hergestellt und bis zum Versuchsbeginn lichtgeschiitzt in einem
Schliffgefald im Kihlschrank dicht verschlossen aufbewahrt.

3.13.3.2 Flavonoidhaltige Vehikel

Die flavonoidhaltigen Zubereitungen wurden einen Tag vor Penetrationsbeginn hergestellt und im
Khlschrank bis zur Durchfiihrung des Versuches gelagert.

3.13.3.2.1 Rutin

In einen kleinen Glasmorser wurde 10 mg Rutin eingewogen und mit einem kleinen Anteil der O/W-
bzw. W/O-Emulsion verrieben. Danach erfolgte die anteilige Zugabe der restlichen Grundlage (ad
1 g) und eine grundliche Homogenisierung. Die Endkonzentration an Rutin in der Grundlage betrug
1%.
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3.13.3.2.2 Quercetin, Kémpferol und | sorhamnetin

Die Inkorporierung der Wirksubstanzen erfolgte durch Einwiegen von jewels 10 mg der
verschiedenen Einzelsubstanzen und der Verreibung mit der anteilig zugegebenen Grundlage. Am
Ende lagen alle drei Flavonole zu je 1% im Vehikd vor.

3.13.4 Versuche mit radioaktiv markiertem 3H-M elatonin

Die Diffusionszdlen nach FRANZ (Abb. 59) wurden etwa 30 min vor Versuchsbeginn mit dem
Akzeptormedium (isotonische NaCl-Losung, 20 ml) gefillt und be 32°C temperiert. Pro Versuch
und Zeit kam en Hautstlick von drel verschiedenen Probandinnen zur Anwendung. Vor der
Auftragung des wirkstoffhaltigen Vehikes erfolgte die Trocknung des jeweiligen Hautstlickes vom
anhaftenden Gefrierwasser mit einem Wattetrager. Zu einer entsprechenden Menge der unmarkierten
Zubereitung auf einem Stuick Aluminiumfolie wurde unmittelbar vor der Applikation der in Ethanol
geoste Tracer SH-Medatonin (13,72 uCi; 14 ul) zugegeben. Dieser wurde homogen mit der
unmarkierten Zubereitung (ca. 20 mg) vermischt, wobel auf eine Verdunstung des Ldsungsmittels
geachtet wurde. Danach erfolgte eine gleichméitige Applikation der Emulsion mit einem Fillspatel
auf der gesamten Epidermisfléache. Das Hautstlick wurde so auf die Textilgaze gdegt, dal3 die
dermale Seite in direkten Kontakt zur gertihrten Akzeptorflissigkeit treten konnte. Diese Anordnung
wurde nachfolgend durch einen Glasring und eine Metallklammer fir eine Versuchsdauer von 30
bzw. 300 min fixiert und zur Einhaltung konstanter Hydratationsbedingungen mit eéinem Glasdecke
abgedeckt (Kap. 4.7). Nach dem festgelegten Untersuchungszeitraum von 30 bzw. 300 min wurde
das Hautstiick von der Gaze genommen und der auf der Hautoberflache zuriickgebliebene
Uberschissige Vehikdrickstand mit Hilfe eines Wattetrégers vorsichtig und ohne Druckanwendung
entfernt. Zur weiteren Aufarbeitung des Hautmaterials erfolgte die vollstandige Entfernung des
Stratum corneums durch 20 Tesafilmabrisse unter leichter, gleichméliger Druckanwendung
(definierte Kresflache d=1,6 cm; 2,0106 cn?). Es wurden 10" 2 Abrisse fraktioniert in
Szintillationsmef3gefallen gesammet und der quantitativen Bestimmung zugefihrt. Zur Erfassung
der penetrierten Wirkstoffmenge in der lebenden Epidermis und Dermis wurden pro Hautstiick drei
Stanzbiopsien (d = 0,6; 0,2827 cn?) entnommen. An einem Gefriermikrotom erfolgte die horizontale
Zerlegung in separate Schichten festgelegter Schichtdicke. Pro Hautstanze wurden 10” 20 um
Epidermisschnitte und 15~ 80 pum Dermisschnitte angefertigt, einzeln gesammelt und analysiert. Zur
besseren Reproduzierbarkeit gelangten auch die nicht aufgeschnittenen Stanzenreste, der Wattetupfer
und 1 ml vom Akzeptormedium zur analytischen Bestimmung. Die Epidermis- und Dermisschnitte,
wie auch die Stanzenreste, wurden Uber Nacht zur vollstandigen Zersetzung des Gewebes mit 100 pl
bzw. 500 ul Sol uene®-350 inkubiert und nachfolgend wie die Stratum corneum-Abrisse mit
Methanol (SC-Abrisse 4 ml, Hautschnitte 1 ml, Stanzenreste 1 ml, Tupfer 1 ml, Akzeptor 6 ml) und
SzintillatorflUssigkeit (SC-Abrisse 8 ml, Hautschnitte 2 ml, Stanzenreste 2ml, Tupfer 2ml,
Akzeptor 12 ml) versetzt und nach mindestens 2 h Einwirkzeit unter MitfUhrung zweier Leerwerte
im FlUssigketsszintillationszdhler vermessen. FUr die Quantifizierung der penetrierten
Substanzmenge diente eine externe Kalibrierung.
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3.13.5 Versuche mit unmarkierten Substanzen

Die Versuchsvorbereitungen und der Ablauf der penerationskingtischen Studien zu den
verschiedenen Flavonoiden gestaltete sich dhnlich den radioaktiven Penetrationsversuchen mit
Mdatonin. Auch hier wurde die entsprechende wirkstoffenthaltene Grundlage (10 mg) nach
sorgféltiger Herstdlung (vgl. 3.13.3.2) auf das Hautstiick mit einem Fullspate gleichméidig
aufgebracht und homogen verteilt. Nach 30 und 300 min wurde die Haut der Franz schen
Diffusionszelle entnommen und analog 3.13.4 aufgearbeitet. Hier erfolgte eine andere Fraktionierung
der SC-Abrisse und der Epidermis- und Dermisschnitte aufgrund der unempfindlicheren
Analysenmethode im Vergleich zur radioaktiven Traceranalyse. Dabel wurden vom SC insgesamt 8
Fraktionen gesammelt, wobe die ersten 8 Abrisse gepaart und bei den folgenden jeweils 3 Abrisse
gepoolt gesasmmet wurden. Von jeder Stanzbiopsie der Epidermis wurden zwei 4~ 20 um Schnitte
und von der Dermis dre 10~ 40 um Schnitte angefertigt. Dabei wurden die Schnitte der dre
Stanzbiopsien eines Hautstiickes einer Probe zugeordnet. Die Extraktion der Flavonoide aus den
enzenen SC-Abrissen efolgte mit jewels 2ml Methanol und aus den Epidermis- und
Dermisproben mit je 1 ml Methanol fir 30 min, bevor sich eine Zentrifugation bel 12 000 U/min fir
5min anschlof3. Fir eine vollstdndige Reproduzierbarkeit der Versuche wurde der Gehalt der
Wirksubstanz in der Formulierung, im Wattetréger, in den unaufgeschnittenen Stanzenresten und in
der AkzeptorflUssigkeit (Aqua bidest. 20 ml, 1 ml abgenommen) bestimmt. Zur Erfassung und
Quantifizierung der penetrierten Wirkstoffmengen der einzelnen Flavonoide in den verschiedenen
definierten Hautschichten wurden die eéinzelnen Proben einer HPLC-M S Analytik zugefiihrt.

Gerét Waters 600 E

Autosampler Waters Wisp 712

Detektor (MS) Finnigan-MAT SSQ 710C, SSQ 7000 Tamoquest, Quadrupol
Kapillarsaule Nucleosil 120 3C18, 125" 2 (RP 8)
Kapillartemperatur 230°C

Injektionsvolumen 5ul

Elutionsmittel 70 ml Methanal + 30 ml Aqua bidest. + 0,04% Eisessig
FluGrate 0,2 ml/min

Elektronenspray-lonisierung 4,5 kV

Scan-Mode SIM (Selected lon Monitoring)

Callision induced dissociation 10V

Kalibrierung Interner Standard Dodecyl-b-D-glucopyranosid

(Konzentrationen: 0,01 - 10 pug/ml)
3.14 Statistische Auswertung der Versuchsergebnisse
Die statistische Auswertung wurde mit der SigmaStat Software (Jandel Scientific GmbH, Erkrath,

Deutschland) durchgefiinrt. Unterschiede wurden als statistisch signifikant bewertet, wenn die
Irrtumswahrscheinlichkeit p £ 0,05 betrug (Weber, 1980).
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Die Ergebnisse der einzelnen Untersuchungen und Versuchskomplexe sind als Mittewerte mit der
Standardabweichung angegeben. Die Prifung auf signifikante Differenzen wurde bei Stichproben
aus normalvertelten Grundgesamtheiten mit gleicher Varianz die Varianzanalyse (One Way
Analysis of Variance) durchgefiihrt. Der parameterfreie Test (Kruskal-Wallis One Way Analysis of
Variance on Ranks) kam im Falle von nicht normalverteilten Grundgesamtheiten zur Anwendung.
Zur Untersuchung der signifikanten Differenzen wurde der Dunn’'s- bzw. der Dunnett’'s-Test

herangezogen.



Ergebnisse und Diskussion 31

4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Charakteriserung des Proliferationsverhaltens humaner Keratinozyten in vitro
unter Antioxidantieneinfluf?

Vor enem topischen Einsatz potentidler antioxidativer Sustanzen und der Entwicklung
entsprechender galenischer Formulierungen mui? die Frage der epidermalen Vertraglichkeit geklart
werden. Um diese zu beantworten und ein zytotoxisches Potential ausschliel3en zu kdnnen, wurde
der Einfluf3 verschiedener Antioxidantien auf das Proliferationsverhalten humaner Keratinozyten in
vitro bestimmt. Als Testsysteme dienten HaCaT-Keratinozyten und normale humane epidermale
Keratinozyten (NHEK) (vgl. Kap. 3.3).

Zur Charakterisierung des Wachstumsverhaltens erfolgte die Bestimmung der DNA-Synthese-
leistung mittels BrdU-Einbau in die DNA wahrend der S-Phase des Zdlzyklus und nachfolgendem
immunologischen Nachwels des eingebauten Basenanalogon BrdU mit Hilfe eines markierten
monoklonalen Antikorpers.

Daneben wurde als weterer Parameter die Lebendzelanzahl durch die Ermittlung der LDH-
Aktivitét lysierter Keratinozyten bzw. die vitale Zdlpopulation durch Anfarbung mit Kristallviolett
bestimmt und zur weiteren Interpretation der Ergebnisse herangezogen.

Weiterhin schlof3 sich in ausgewahlten Versuchsansétzen eine Untersuchung der Apoptose und der
prozentualen Zdlzyklusphasenverteilung an. Die Inkubationszeiten der verschiedenen Wirkstoffe
betrugen 24 h, 48 h und 72 h. Dieses Inkubationsschema orientierte sich an friher durchgefiihrten
Studien zur epidermalen Vertraglichkeit topisch applizierter Substanzen (Brosin et al., 1997,
Hofland et al., 1991; Ponec et al., 1990).

Die Zugabe der einzednen Substanzlésungen zum Zdlkulturmedium erfolte am 3. bzw. 4. Tag
(HaCaT) oder am 7.Tag (NHEK) nach der Zelaussaat be ener 75-80%igen Konfluenz
(subkonfluente Kultur).

Die Keratinozyten wurden aufgrund des noch ausgeprégten proliferierenden Potentials ohne
Kontakthemmung (exponentielle Wachstumsphase) als in vitro Moddl fir Hautzellen der
Basalzdlschicht in der lebenden Epidermis angesehen.

4.1.1 Einflul® der Flavonoide

Aufgrund der vidfach beschriebenen antioxidativen Eigenschaften und der Wirkung als
Radikalféanger (Kap. 2.5) wurden Flavonoide fir die Untersuchungen verwendet.

Aus dieser komplexen Substanzklasse kamen neben der glykosidischen Verbindung Rutin die
Flavonolaglyka Quercetin und Kampferol zum Einsatz. Da im Pflanzenreich, in bestimmten
Pflanzenextrakten und phytopharmazeutischen Zubereitungen die Flavonoide vorwiegend als
Glykoside vorkommen, dienten die aglykosidischen Verbindungen vornehmlich als Model-
substanzen und die ausged Gsten Effekte sollten mit denen des Glykosids Rutin verglichen werden.
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4.1.1.1 Quercetin

Zur Bewertung des in vitro toxikologischen Verhaltens von Quercetin an kultivierten epidermalen
Hautzellen (HaCaT) wurden diese mit definierten Quercetinkonzentrationen (1 pM, 10 uM und
15 uM) versetzt. Nach 24 h, 48 h und 72 h Inkubationsdauer erfolgte die Bestimmung der DNA-
Syntheserate und der L ebendzellanzahl als Mal3 fur die Proliferation.

Im Vergleich zur unbehandelten Losungsmittelkontrolle (0,1 Vol.-% DMSO im SFM) zeigte sich
eine starke dosisabhéngige Verringerung der BrdU-Einbaurate auf 25% der Lésungsmittelkontrolle
be 10 und 15 UM bereits nach 24 h (Abb. 5). Dieser deutliche Abfall der DNA-Syntheserate war
irreversibd und blieb auch nach 48h und 72h Inkubationsdauer mit Quercetin im
Zd Ikulturmedium bestehen.

Im Gegensatz dazu kam es bel der Konzentration von 1 uM Quercetin nur nach 48 h zu ener
Veringerung der DNA-Synthesdleistung. Dieser Abfall konnte nach 72 h nicht mehr detektiert
werden. Die DNA-Syntheserate erreichte wieder das Niveau der Losungsmittelkontrolle.
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Abb. 5: EinfluB von Quercetin auf die DNA-Syntheserate humaner Keratinozyten (HaCaT)
(Methode: BrdU-Einbau nach 24 h, 48 h und 72 h Inkubationszeit; * p < 0,05 im Vergleich zur
unbehandelten LM-Kontrolle; n = 15-16)

Neben der Betrachtung der DNA-Syntheserate erfolgte die Bestimmung der Lebendzdlanzahl tber
eine LDH-Aktivitatshestimmung des Zdllysates nach dem obigen Zeitschema. Im Ergebnis dieser
Untersuchungen zeigten sich dhnliche Effekte wie bel der Bestimmung der DNA-Syntheserate.
Auch hier blieb die niedrigste eingesetzte Quercetinkonzentration von 1 uM ohne Auswirkungen
auf das Zdlwachstum (Abb. 6).
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Eine Einwirkung hoherer Konzentrationen (5 M, 10uM und 15puM) auf die kultivierten
Keratinozyten war mit einer dosisabhangigen Abnahme der Lebendzdlanzahl verbunden. Diese
Abnahme setzte sich auch nach 48 h und 72 h bei den hochsten Konzentrationen von 10 uM und
15 puM fort, wobe es keine Unterschiede im Ausmal3 der Lebendzellanzahlabnahme zwischen den
mit 10 UM und 15 uM behanddten Keratinozyten nach den einzelnen Zéitintervallen gab.
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Abb. 6: EinfluR von Quercetin auf die Lebendzdlanzahl humaner Keratinozyten (HaCaT)
(Methode: LDH-Aktivitatsbestimmung im Zdllysat nach 24 h, 48h und 72 h Inkubationszet;
* p <0,05im Vergleich zur unbehanddten LM-Kontrolle; n = 11-12)

Neben dem Verhalten der spontan transformierten HaCaT-Zdlinie interessierte auf Grund der
besseren in vivo Rdevanz das Verhalten normaler humaner epidermaler Keratinozyten (NHEK)
auf einen exogenen Quercetinreiz. Dabe sollten die gefundenen Ergebnisse mit denen der HaCaT -
Kultur verglichen werden. Es erfolgte das gleiche Zugabeschema wie bel den HaCaT-
Zdlversuchen. In Abbildung 7 ist der Effekt einer 24stindigen Quercetinexposition auf die DNA-
Syntheserate der NHEK dargestellt.

Erwartungsgemdld Ubte Quercetin in Abhangigkeit von der eingesetzten Mediumkonzentration
einen deutlichen Einflul auf die Proliferation der epidermalen Hautzelen aus. Wahrend die
niedrigste verwendete Konzentration an Quercetin von 1 UM ohne Auswirkungen auf die DNA-
Syntheserate war, bewirkten die htheren Mediumkonzentrationen (5 uM, 10 uM und 15 pM) ene
ausgepragte Abnahme der Proliferation. Das Ausmal® dieser deutlichen Hemmwirkung von
Quercetin auf das zdluldre Wachstum der NHEK-Zdlen war mit den gefundenen Ergebnissen an
der HaCaT-Kultur vergleichbar.
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Abb. 7: EinfluB von Quercetin auf die DNA-Syntheserate der NHEK-Zdlen (Methode: BrdU-
Einbau nach 24 h Inkubationszeit; * p<0,05 im Vergleich zur unbehanddten LM-Kontrolle;

n=23-24)
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Abb. 8: Einfluf3 von Quercetin auf den apoptotischen bzw. spétapoptotisch/nekrotischen Zeltod der
NHEK-Zdlen 24 h nach Substanzapplikation (Methode: durchfluf3zytometrische Bestimmung von
Annexin-V/Pl); n=3
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Fir die Klarung der Art und der regulatorischen Mechanismen der Quercetin  bedingten
Zdlschadigung von NHEK wurde der apoptotische bzw. spétapoptotisch/nekrotische Zdltod
untersucht. Als Apoptosemarker (Frihphase) erfolgte die flowzytometrische Bestimmung der
Translokalisation von Phosphatidylserin von der inneren zur duReren Zdlmembranseite mittels
Annexin-V und gleichzeitiger Uberpriifung der Membranintegritat mit Hilfe von Propidiumiodid
(Pl) (Kap. 3.8.2.1). Nach Inkubation mit Quercetinkonzentrationen von 1 yM, 5 uM, 10 uM und
15 uM zeigte sich nach 24 h ene dosisabhéngige Abnahme der vitalen Zdlpopulation und en
deutlicher Anstieg der Pl-positiven und Annexin-V-positiven Zdlen, d. h. eine Zunahme der
spatapoptotisch/nekrotischen Zdlfraktion (Abb. 8). Dagegen blieb der Antell rein apoptotischer
Zdlen mit noch intakter Zelmembran unverdndert Uber dem gesamten eingesetzten
Konzentrationsbereich. Bei einer 15 UM Quercetinkonzentration waren 50% der Keratinozyten
spatapoptotisch bzw. nekrotisch.

Wertvolle Hinweise auf eine Regulation des Zdlzyklusses kann die Zuordnung der Zellen zu den
einzelnen Zdlzyklusphasen geben. Diese Zuordnung erfolgt dabel aufgrund des unterschiedlichen
DNA-Gehaltes in den einzelnen Zdlzyklusphasen, der durch Anférbung der DNA mit Propidium-
iodid mittels Durchfluf3zytometrie bestimmt und quantifiziert werden kann.

Bei Betrachtung des prozentualen Zdlzyklusphasenverteilungsmusters der NHEK nach ener
Inkubationsdauer von 24 h mit den Quercetinkonzentrationen von 1 uM, 5 uM, 10 uM und 15 pM
konnten keine Verdanderungen der prozentualen Verteilung und keine Arretierungen der
Keratinozyten in einer Zelzyklusphase festgestel It werden (Tab. 3).

Tab. 3: Einflud von Quercetin auf das prozentuale Zdlzyklusphasenverteilungsmuster der NHEK
nach 24stindiger Substanzapplikation (Mittelwerte + SD; n = 3).

Zdlzyklusphasenverteilung [%0]
Konzentration [uM] Go/Gy S G,/M
Kontrolle 69,74 + 1,64 24,02+ 2,20 6,22 + 0,71
1 72,10+ 1,78 20,93 + 2,06 6,97 £ 0,46
5 73,07 + 2,60 20,91 + 2,67 6,03 £ 0,96
10 70,23+ 2,17 25,68+ 4,74 4,09 £ 2,95
15 67,79 + 4,83 26,00 + 6,13 6,21+ 1,41

Zusétzlich zum untersuchten Langzeiteinflul? (24 h, 48 h, 72 h) wurde ein Kurzzeiteinflu® (12 h)
von Quercetin auf das Wachstumsverhalten humaner Keratinozyten bestimmt (Abb. 9). Hierzu
efolgte die Bestimmung der DNA-Syntheserate mittels BrdU-Einbau und die Bestimmung der
L ebendzdlanzahl mittes Vitalfarbung (Kristallviolettest).

Im Ergebnis dieser Untersuchungen konnte eine signifikante dosisabhéngige Abnahme der DNA-
Synthesdeistung bei 5 UM und 15 uM Quercetin detektiert werden. Auch hier zeigte die geringste
verwendete Quercetinkonzentration von 1 uM keine Auswirkungen auf den BrdU-Einbau. Neben
der DNA-Syntheserate nahm auch die L ebendzellanzahl mit steigender Quercetinkonzentration ab.
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Abb. 9: Einfluf3 von Quercetin auf die DNA-Syntheserate (BrdU-Einbau) und die L ebendzellanzahl
(Vitalférbung) humaner Keratinozyten (HaCaT) nach 12 h Inkubationszeit; * p < 0,05 im Vergleich
zur unbehanddten LM-Kontrolle; n = 24-36

4.1.1.2 Einflu® von Kampferol

Als zweite, dem Quercetin strukturell verwandte und ebenfalls aglykosidische Verbindung besal3
Kampferol erwartungsgemald auch wachstumsinhibierende Eigenschaften an den humanen
Keratinozyten (HaCaT) nach 24 h und 48 h gemessen an der Lebendzelanzahl (Vitalfarbung)
(Abb. 10).

Die HaCaT-Zdlen zeigten bel 3 uM, 6 UM und 12 uM eine signifikante Abnahme der Zdlanzahl.
Dagegen blieb eine Konzentration von 1 uM ohne Einfluf3 auf die Lebendzdlanzahl nach 24 h und
48 h.
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Abb. 10: EinfluB von Kampferol auf die Lebendzellanzahl humaner Keratinozyten (HaCaT)
(Methode: Kristallviolettfarbung/Vitalfarbung nach 24 h und 48 h Inkubationszeit; * p < 0,05 im
Vergleich zur unbehandeten LM-Kontrolle, n = 32-36)

Bei Betrachtung des prozentualen Zdlzyklusphasenverteilungsmusters nach 24 h und 48 h konnten
nur nach 48 h geringfigige Verdnderungen der einzenen Zdlfraktionen nachgewiesen werden
(Tab. 4). Es kam nach einer 48stindigen Inkubationszeit zu einem tendenzidlen Abfall des
prozentualen Antells der Zdlen in der Go/G;-Phase und zu einem signifikanten Anstieg der S
Phasezdlen bel 6 UM und 12 uM Ké@mpferol im Vergleich zur unbehandelten LM-Kontrolle. Die
G,/M-Phase blieb dagegen unbeainflufit.

Tab. 4: Prozentuale Zdlzyklusphasenverteillung humaner Keratinozyten (HaCaT) nach 24 h und
48 h Inkubationszeit (Mittewerte+ SD; n=4). * p<0,05 im Vergleich zur unbehanddten LM-
Kontrolle

Konzentration [uM] und Zdlzyklusphasenverteilung [%0]
Inkubationszeit Go/Gy S GJ/M
0;24h 55,11+ 0,94 36,86 + 1,90 8,03+1,04
1;,24h 55,25 + 2,59 38,05 + 2,47 6,70 £ 0,38
6; 24 h 52,64 + 1,66 40,16 + 2,05 7,20 £ 0,60
12; 24 h 52,12 + 0,81 37,95+ 0,90 9,94+054
0;48h 60,42 + 1,43 28,95+ 1,17 10,63 £ 0,43
1,48h 59,28 + 0,78 31,57 £ 2,39 9,15+ 1,63
6; 48 h 54,58 + 2,33 * 36,20 £ 2,37 * 9,23+1,48
12,48 h 50,34+ 1,80 * 36,65+ 0,71 * 13,02+ 1,16
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4.1.1.3 Einfluf® von Rutin

Infolge des besseren Loslichketsverhaltens von Rutin in wélrigen Medien konnte der Einflul? von
Rutin auf das Proliferationsverhalten humaner Keratinozyten in einem grof3en Konzentrations-
bereich (1-200 uM) verfolgt werden. Rutin verblieb wahrend der Expositionsdauer von 24 h, 48 h
und 72 h direkt im Nahrmedium.

In der Abbildung 11 ist der zeit- und dosisabhéngige Einflufd von Rutin auf die DNA-Syntheserate
und in der Abbildung 12 auf die L ebendzellanzahl dargestdlit.

Eine Behandlung der Keratinozyten mit dem Glykosid (1-200 uM) zog keine Veranderungen des
BrdU-Einbaus wahrend des gesamten untersuchten Zeitintervalls hinweg nach sich. Ahnliche
Auswirkungen zeigten sich bel der Lebendzdlanzahlbestimmung. Wéahrend eine Exposition von
24 h und 48 h ebenfalls keine Verdnderungen der Lebendzellanzahl bel den Konzentrationen von
1-50 uM ergab, war ein schwacher Proliferationsschub nach 48 h bei 100 uM Rutin und nach 72 h
Inkubationsdauer bei 1-30 UM Rutin erkennbar (Abb. 12).
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Abb. 11: EinfluR von Rutin auf die DNA-Syntheserate humaner Keratinozyten (HaCaT) (Methode:
BrdU-Einbau nach 24 h, 48 h und 72 h Inkubationszeit; * p < 0,05 im Vergleich zur unbehandelten
LM-Kontrolle; 24 h: n=12-18; 48 h: n=12-24; 72 h: n= 10-18)
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Abb. 12: Einflul3 von Rutin auf die Lebendzelanzahl humaner Keratinozyten (HaCaT) (Methode:
LDH-Aktivitatsbestimmung im Zellysat nach 24 h, 48 h und 72 h Inkubationszeit; * p < 0,05 im
Vergleich zur unbehandelten LM-Kontrolle; 24 h: n=12-18; 48 h: n= 12-18; 72 h: n = 12-18)

4.1.1.4 Diskussion

Ausschlaggebend fur eine mogliche topische Applikation verschiedener Flavonoide ist deren
epidermale Vertraglichkeit und Unbedenklichkeit. Unsere Untersuchungen zeigten unterschiedliche
Effekte und Toxizitétsprofile ener Flavonoidbehandiung auf die Proliferation kultivierter humaner
Keratinozyten. Wahrend das Glykosid Rutin  Uber dem gesamten  engesetzten
Konzentrationsbereich (bis 200 uM) keine Auswirkungen auf die DNA-Synthese hatte, reagierten
die Keratinozyten insgesamt toxisch auf Quercetin und Ké&mpferol. Dies wurde an ener dosis-
abhangigen Wachstumshemmung sichtbar, die sich in einer starken Verringerung der DNA-
Syntheserate (BrdU-Einbau) beziehungsweise ener Abnahme der Lebendzdlanzahl nachweisen
lie}. Diese konzentrationsabhéngige Toxizitdét war unter unseren Versuchsbedingungen und
Inkubationsschemen (24 h, 48h, 72h) nicht reversibd. Es erfolgte keine Adaptation der
Keratinozyten an die externen Bedingungen, da die ausgelsten wachstumsbeeinflussenden Effekte
nach 48 h beziehungsweise 72 h noch stark ausgepragt waren.

Beréits niedrige Konzentrationen von Quercetin (10 uM und 15 pM) und Kémpferal (3 uM, 6 uM
und 12 uM) reichten aus, um toxische Effekte an den kultivierten Keratinozyten auszuldsen. Eine
Anwendung hoherer Konzentrationen der Aglykoside erfuhr durch die begrenzte Lodlichkeit in
wal¥rigen Medien eine Limitierung.

Nur der Einsatz von Quercetin- und Kampferolendkonzentrationen von 1 UM verursachte keine
Wachstumsinhibierung der HaCaT-Zdlen, so dald hier von einem subtoxischen Konzentrations-
bereich ausgegangen werden kann.

Neben der spontan transformierten, immortalisierten HaCaT-Zdlinie wurden fur enige
ausgewdhite Versuchsansétze normale humane epidermale Keratinozyten (NHEK) aus juveniler
Vorhaut verwendet, um die gefundenen Ergebnisse besser auf in vivo Verhdltnisse extrapolieren zu
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konnen. Bei Behandlung der NHEK mit Quercetin waren ebenfalls niedrige Mediumend-
konzentrationen (5-15 uM) ausreichend, um toxische Effekte, gemessen an der DNA-Syntheserate,
nach 24 h Inkubationszeit auszulésen. Eine Konzentration von 1 UM zeigte dabe keinen Einfluld
auf die BrdU-Einbaurate. Die mit Quercetin erhaltenen Ergebnisse an der HaCaT-Kultur waren
folglich mit den Resultaten an nativen Vorhautkeratinozyten vergleichbar. NHEK zeigten keine
andere Reaktion auf einen exogenen Quercetinreiz. Diese Befunde liefern ein Indiz dafur, daf3 die
spontan transformierte, immortalisierte HaCaT-Zdlinie im Hinblick auf die Regulation der
Proliferation mit NHEK durchaus vergleichbar ist.

Die ermitteten Ergebnisse der starken dosisabhangigen Inhibierung der Zdlpraliferation stimmen
mit verschiedenen Arbeiten aus der Literatur Uberein. Auch hier konnten Beeinflussungen des
Wachstumsverhaltens an verschiedenen Zdlsystemen, wie beispidsweise kultivierten Meer-
schweinchenkeratinozyten (Sauk et al., 1988) und zytotoxische Effekte an Raji-Lymphomzelen
und Hela-Zdlen nach Einsatz pflanzlicher polyphenolischer Verbindungen nachgewiesen werden
(Ramanathan et al., 1992). Die Studien von Ramanathan et al., 1992 belegen ebenfalls, dal die
aglykosidischen Verbindungen der Flavonoide wesentlich ausgeprégtere wachstumsinhibierende
Eigenschaften besitzen als die entsprechenden Glykoside. Diese Ergebnisse laufen mit unseren
gefundenen Resultaten konform. Ferner ist die Doppebindung zwischen C-2 und C-3, die die von
uns verwendeten Flavonoide aufweisen (Abb. 2), wichtig fur diese Wirkung.

Fir den Erhalt aussagekréftigerer Ergebnisse und eine bessere Interpretation der regulatorischen
Zusammenhange erfolgte zusétzlich zur Bestimmung der DNA-Syntheserate und der Lebend-
zdlanzahl eine Untersuchung der Apoptose und des Zdlzyklusphasenverteilungsmusters. Es
sollten dadurch Ruckschltisse auf die Art und den Mechanismus der Zdlschadigung durch
Quercetin und Kémpferol gezogen werden.

Eine Inkubation humaner Keratinozyten mit Kampferol zeigte nur nach 48 h schwache
Alterationen des Zdlzyklusses, sichtbar an einer geringen Abnahme der Zdlanzahl in der Gy/G;-
Phase und einem schwachen Anstieg der S-Phasezellen bei 6 uM und 12 uM. Die gefundenen
wachstumsinhibierenden Effekte nach 24 h und 48 h sind daher eher auf ein insgesamt langsameres
Durchschreiten des Zdlzyklusses zurtickzufiihren, wobe die Keratinozyten auf die Zelschadigung
durch Kémpferol nach 48 h mit einer Zunahme der S-Phasezellen reagierten. Diese Zunahme
resultiert vermutlich aus einer Reaktivierung der ruhenden Zdlpopulation (Go-Population). Diese
Veranderungen nach 48 h sind in ihrem Ausmal? als gering einzustufen, und auf3ern sich aufgrund
der unsensibleren Methode der Vitalfarbung nicht bei der Lebendzed lanzahlbestimmung.

Wahrend das Zdlzyklusphasenverteilungsmuster humaner Keratinozyten durch eine 24stiindige
Behandlung mit Quercetin unbeanfluf3t blieb, d. h. es zu keiner Arretierung der Zdlen in ener
Zdlzyklusphase kam, zeigte sich eine starke Abnahme der vitalen Zdlpopulation und ene
dosisabhéngige Zunahme der Annexin-V- und Pl-positiven Zdlen. Dagegen konnte ein Anstieg
rein apoptotischer Zellen mit dieser Methode nicht detektiert werden. Die beobachtete zdluléare
Antwort auf den externen Quercetinreiz ist demnach durch en spétapoptotisch/nekrotisches
Geschehen gekennzeichnet, bei dem es zu einer massiven Stérung der Membranintegritét kommit.
Aufgrund dieser Befunde kann auf eine direkte zytotoxische Schadigung der Keratinozyten durch
Quercetin geschlossen werden.

Obwohl es Ansétze und Versuche in vivo gibt, Quercetin wegen seiner antioxidativen und anti-
inflammatorischen Aktivitéten topisch enzusetzen, wie z.B. gegen Natriumlaurylsulfat-induzierte
Hautirritationen (Katsarou et al., 2000), sollte davon auf Grund der starken Proliferations-
beeinflussung humaner Keratinozyten und des ausgepragten zytotoxischen Potentials Abstand
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genommen werden. Eine grof3flachige topische Applikation von Quercetin ist ebenfalls aus der
nicht auszuschlief3enden lokalen Toxizitét fraglich.

Kontrovers wird in der Literatur die mutagene Aktivitét von Quercetin diskutiert (Bjeldanes and
Chang, 1977). Solimani, 1996 konnte beispielsweise zeigen, dal’ das Flavonol Quercetin aufgrund
seiner starken Hydrophobizitédt und Planaritét in die DNA interkalieren kann. Diese Fahigkeit ist
dabe durch die strukturellen Gegebenheiten beim Quercetin wesentlich hther ausgeprégt als beim
Rutin. Die Affinitdt von Quercetin zur DNA wird aber im Vergleich zu anderen typischen DNA-
Interkalatoren als sehr gering engestuft und eine Mutagenitdt von Quercetin ist eher als
unwahrscheinlich einzustufen.

Ebenso dirfte die hohe Lipophilie des Quercetins eine bessere Penetration durch Phospholipid-
membranen im Gegensatz zum Glykosid Rutin bedingen. Die erhaltenen Effekte des Quercetins
konnen infolgedessen durch eine stdrkere Anreicherung in der Zele und verschiedenen Zdl-
kompartimenten mit der Beenflussung unterschiedlichster Enzymsysteme oder durch direkte
Effekte an den Zelmembranen erklart werden.

Im Gegensatz zur hohen Zdltoxizitét von Quercetin wurde dessen glykosidische Verbindung Rutin
von den epidermalen Hautzellen Uber einen grofReren Konzentrationsbereich sehr gut vertragen und
fir weitergehende Experimente, die einen topischen Einsatz zum Zid haben, berlicksichtigt. Der
mittels Lebendzdlanzahlbestimmung vorrangig nach 72 h ermittdte, schwache Proliferations-
schub, welcher ebenfalls durch Kim et al., 1997 an humanen Hautfibroblasten beschrieben wurde,
kann fur das weitere experimentelle Design vernachl&ssigt werden.
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4.1.2 Einflufl von M elatonin

Die eingesetzten Konzentrationen an Mdatonin lagen im nano- bis millimolaren Bereich und
orientierten sich an verschiedenen Zd Ikulturuntersuchungen aus der Literatur.

Eine Behandlung der humanen Keratinozyten (HaCaT) mit Meatonin fir 24 h, 48 h und 72 h
zeigte enen biphasischen Effekt auf die Proliferation (Abb. 13). Hohe Konzentrationen an
Méatonin (1 mM) verursachten ene signifikante Verringerung der DNA-Syntheserate nach 48 h
und 72 him Vergleich zur LM-Kontrolle (EtOH/PBS 0,2 Vol.-%), nicht jedoch nach 24 h.

Dagegen zog der Einsatz niedriger Konzentrationen (1 nM - 10 uM) enen Anstieg der BrdU-
Einbaurate nach 24 h und somit eine gesteigerte Proliferation der Zellen nach sich.

Eine Inkubation fir 48 h zeigte keine Steigerung der DNA-Syntheserate, wohingegen niedrige
Konzentrationen von 1 nM und 10 nM eine signifikante Zunahme der BrdU-Einbaurate nach 72 h
um 20% zur Folge hatten. Vergleicht man die Ergebnisse der Lebendzellanzahlbestimmung mittels
LDH (Abb. 14) mit denen des BrdU-Einbaus, so konnte lediglich nach 48h und 72h ene
Abnahme der Zdlanzahl be 1 mM Méeatonin beobachtet werden. Proliferationssteigerungen, d. h.
en Anstieg der Zellanzahl waren nicht sichtbar.
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Abb. 13: EinfluR von Mdatonin auf die DNA-Syntheserate humaner Keratinozyten (HaCaT)
(Methode: BrdU-Einbau nach 24 h, 48 h und 72 h Inkubationszeit; * p < 0,05 im Vergleich zur
unbehandelten LM-Kontrolle, n = 21-24)
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Abb. 14: EinfluB von Mdatonin auf die Lebendzelanzahl humaner Keratinozyten (HaCaT)
(Methode: LDH-Aktivitatsbestimmung im Zdllysat nach 24 h, 48h und 72 h Inkubationszeit;
* p < 0,05im Vergleich zur unbehanddten LM-Kontrolle, n = 11-12)

Bei der Lebendzdlanzahlbestimmung mittels Kristallviolettest (Abb. 15) manifestierte sich die Ab-
nahme nach Behandlung mit 1 mM Médatonin ebenfalls nach 48 h und 72 h Inkubationsdauer. Es
konnte gezeigt werden, dafd die Ergebnisse der beiden verwendeten Methoden zur Lebendzel-
anzahlbestimmung miteinander vergleichbar sind.
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Abb. 15: EinfluB von Mdatonin auf die Lebendzelanzahl humaner Keratinozyten (HaCaT)
(Methode: Kristallviolettest nach 24 h, 48 h und 72 h Inkubationszeit; * p < 0,05 im Vergleich zur
unbehandelten LM-Kontrolle; n = 18)
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Aufgrund der biphasischen Beeinflussung der DNA-Syntheserate nach 24 h, 48 h und 72 h war
besonders fir nachfolgende Versuche zum zytoprotektiven Potential die Auswirkung ener
Kurzzetinkubation interessant. Dazu wurden die HaCaT-Keratinozyten jeweils 0.5 h, 3h oder 6 h
mit Meatonin behanddt und danach das Meatonin supplementierte SFM durch frisches Medium
ersetzt. Nach weiteren 24 h Kultivierungsdauer erfolgte die Bestimmung der DNA-Syntheserate
durch enen BrdU-Einbau.

Die Ergebnisse sind in der Abbildung 16 dargestelt. Es konnten keine Verdnderungen des
Wachstumsverhaltens, d. h. vor allem keine Steigerungen des BrdU-Einbaus detektiert werden.
Dieses Ergebnis ist fir spatere Zytoprotektionsversuche hinsichtlich der Inkubations- und
Zetschemen besonders wichtig.
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Abb. 16: EinfluR einer Kurzetinkubation (0,5h, 3 h, 6h) der HaCaT-Keratinozyten auf die
DNA-Syntheserate nach 24 h (Methode: BrdU-Einbau); * p < 0,05 im Vergleich zur unbehandelten
LM-Kontrolleg n= 12

Die zusétzlich durchgefiihrte Bestimmung des prozentualen Zdlzyklusphasenverteilungsmusters
(Tab. 5) zeigte keine signifikanten, meldbaren Verdnderungen in der Zuordnung der Zelen zu den
einzelnen Zdlzyklusphasen nach 6-und 24stiindiger M e atonininkubation.
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Tab. 5: Prozentuale Zdlzyklusphasenverteilung humaner Keratinozyten (HaCaT) nach 24 h. Die
Mé atonininkubation betrug 6 h bzw. 24 h. (Mittelwert + SD; n = 3)

Konzentration

Inkubationszeit

Zdlzyklusphasenverteilung [%0]

[uM] Go/Gy S GIM

0 6h 42,37 + 0,87 44,00 + 1,90 13,63+ 1,20
0,1 6h 40,51 + 1,47 44,82 + 1,88 14,67 + 0,42
1 6h 39,71+ 1,81 45,73 + 1,56 14,56 + 1,80
10 6h 40,38 + 1,44 45,38 + 1,22 14,24 + 0,67
100 6h 40,31 + 0,92 45,87 + 0,64 13,82+ 0,53
1000 6h 41,96 + 1,36 44,54 + 1,42 13,51 + 1,44
0 24 h 52,60 + 2,37 39,02 + 1,30 8,38+ 1,11
1 24 h 53,58 + 0,80 38,81 + 0,41 7,61+ 1,17
10 24 h 51,23 + 3,40 39,64 + 3,25 9,13+ 0,41
100 24 h 55,06 + 2,03 36,13 + 2,31 8,81+ 0,58
1000 24 h 56,57 + 1,63 35,80 + 1,60 7,64+ 1,12

Nach einer Behandlung der humanen Keratinozyten (HaCaT) mit verschiedenen Médatonin-
konzentrationen Uber einen Zeitraum von 24 h zeigte sich keine signifikante Anderung hinsichtlich
der Verteilung vitaler, apoptotischer bzw. spatapoptotisch/nekrotischer Zdlen (Tab. 6).

Tab. 6: Einflul von Meatonin auf den apoptotischen bzw. spétapoptotischen/nekrotischen Zdltod
humaner Keratinozyten (HaCaT) nach 24 h Inkubationszeit.
(Methode: flowzytometrische Bestimmung von Annexin-V/PI) (Mittelwert = SD; n = 3)

Konzentration [UM] vital [%] apoptotisch [%] spatapoptotisch/
nekrotisch [%0]
0 89,35+ 1,19 6,13+ 1,61 4,16 + 0,52
88,84+ 1,24 5,58 + 0,65 517+ 1,74
10 87,37+ 1,94 532+0,21 6,88 £ 2,02
100 87,21+ 0,71 7,41+ 0,68 4,68+ 0,11
1000 87,39+ 2,16 5,68 £ 1,60 6,27 £ 0,60

Neben dem Verhdten der HaCaT-Zdlen interessierte auch die Reaktion von NHEK auf ene

M€ atoninbehandlung.

In Abbildung 17 ist dieser Einflud von Meéatonin dargestdlt.

Eine

24stindige Behandlung der Zdlen mit 1 mM Méatonin zeigte eéne Abnahme der DNA-
Syntheserate um 20%.
Verglichen mit den HaCaT-Keratinozyten konnten aber keine Proliferationssteigerungen nach
Supplementierung mit den niedrigen Mediumkonzentrationen an Mdatonin (0,1 pM und 10 pM)
festgestellt werden.
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Abb. 17: Einflul einer 24stindigen Medatoninbehandlung auf die DNA-Syntheserate (BrdU-
Einbau) von NHEK, (* p < 0,05 im Vergleich zur unbehanddten LM-Kontrolle; n = 36)

4.1.3 Einflul3 von N-Acetylserotonin

In die vorliegende Arbeit wurde N-Acetylserotonin als direkter Precursor (Vorstufe) von Mdatonin
einbezogen (Kap. 2.6.1). Ein Einsatz von N-Acetylserotonin schien auch im Hinblick besserer und
potenterer Radikalfangereigenschaften besonders interessant (Wolfler et al., 1999).

Die Abbildung 18 zeigt den Einflu3 von N-Acetylserotonin auf den BrdU-Einbau humaner
Keratinozyten (HaCar). In der Abbildung 19 ist der Einflul? auf die Lebendzellanzahl dargestellt.
Eine 24stiindige Behandlung der Zdlen mit N-Acetylserotonin (1 nM bis 1 mM) verursachte nur
bel der hochsten Konzentration eine schwache, signifikante Abnahme der DNA-Syntheserate. Nach
48 h und 72 h konnte dieser Effekt nicht mehr beobachtet werden. Daneben fihrte N-Acetyl-
serotonin (1 mM) zu einer schwachen Abnahme der Lebendzelanzahl nach 24 h, 48 h und 72 h.
Alle anderen verwendeten K onzentrationen blieben ohne Auswirkungen.
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Abb. 18: Einflu@ von N-Acetylserotonin auf die DNA-Syntheserate humaner Keratinozyten
(HaCaT) (Methode BrdU-Einbau; * p<0,05 im Vergleich zur unbehandeten LM-Kontrollg

n=12-18)
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Abb. 19: Einflul von N-Acetylserotonin auf die Lebendzdlanzahl humaner Keratinozyten
(HaCaT) (Methode Kristallviolettest; * p < 0,05 im Vergleich zur unbehanddten LM-Kontrolle;

n=12-18)
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4.1.4 Diskussion

Aus de Literatur ist bekannt, dal3 Mdatonin sdbst, beziehungsweise seine Vorstufen und
Metabolite, dosisabhéangige, antiproliferative Effekte in verschiedenen in vitro Zelsystemen
verursachen (Hill und Blask, 1988; Shellard et al., 1989; Sze et al., 1993; Hu &t al., 1997; Hu et
al.1998).

In unseren Versuchen an humanen Keratinozyten zeigten sich Hemmwirkungen des Wachstums
nach Behandlung der Zdlen mit 1 mM Meatonin oder N-Acetylserotonin. Dieser wachstums-
inhibierende Effekt war jedoch nicht stark ausgepragt. Man kann in diesem Fall von ener
moderaten Zdltoxizitdt an epidermalen Hautzellen ausgehen. Finocchiaro et al., 1998 konnten
durch Kultivierung von synchronisierten 3T3 Mausfibroblasten mit 1 mM Meéatonin en
langsameres Durchschreiten des Zdlzyklusses nachweisen. Weiterhin schlossen sie aus ihren
Untersuchungen auf eine direkte Interaktion von Meatonin mit nukledren und zytoskeletalen
Strukturen, wodurch die verschiedensten Zdlfunktionen wie z. B. die Zdlzykluskontrolle und die
genomische Stabilitét beeinflufdt werden kénnen.

Waéhrend Konzentrationen an N-Acetylserotonin von 1 nM bis 100 uM ohne Einfluld auf das
Wachstumsverhalten blieben, konnte nach Inkubation der Zdlen mit Mdatonin (1 nM bis 10 uM)
ene geringe Proliferationssteigerung um 20% nach 24 h detektiert werden. Nach 48stiindiger
Behandlung erreichten die BrdU-Einbauraten wieder das Niveau der LM-Kontrolle. Dies dirfte auf
ene Adaptation der Keratinozyten an die herrschenden Zdlkulturbedingungen zurtickzufiihren
sein. Ahnliche stimulierende Effekte von Mdatonin (0,1-10nM) auf die DNA-Synthese
epidermaler und follikulérer Keratinozyten wurden von Slominski et al., 1994 unter Verwendung
von Hautorgankulturen (Mausehautmoddl) beschrieben. Daneben konnte ebenfalls demonstriert
werden, dal3 Saugetierhaut spezifische Bindungsstellen fir Mdatonin besitzt, die sich primér auf
den epidermalen und follikuléren Keratinozyten befinden. Weiterhin bestédtigt der beobachtete
Befund des biphasischen Verhaltens der HaCaT-Zelen auf enen externen Méeatoninreiz die
Ergebnisse von Carossino & al., 1996 an Hautfibroblastenzelkulturen. Hier wurden ebenfalls
stimulierende Effekte von Médatonin auf die Zdlpraliferation (3H-Thymidineinbau) bei niedrigen
Konzentrationen gezeigt, wobe die Zdlviabilitét unbeainflul®t blieb. Dagegen hatten hohere
K onzentrationen eine Wachstumsinhibition zur Folge.

Die Durchfiihrung einer Zdlzyklusphasenanalyse nach 6- bzw. 24stindiger Méeatoninbehandiung
erbrachte, wie auch die Untersuchungen der Apoptose, keine Alterationen. Nach diesem Befund
kann man nicht von einer direkten Zytotoxizitat ausgehen.

Aufgrund unserer Ergebnisse konnen dem Meatonin insgesamt proliferationsmodulierende
Eigenschaften zugesprochen werden. Trotz des beobachteten biphasischen Verhaltens der
Hautzellen auf eine Behandiung mit Meatonin und der schwachen Abnahme der DNA-Synthese-
rate und der Lebendzelanzahl nach Inkubation mit N-Acetylserotonin kann die epidermale
Vertrdglichkeit beider Indolamine als gut bewertet werden. Dies gilt insbesondere be ener
Kurzzeitinkubation (0.5h, 3h, 6h) mit Mdatonin und nachfolgender Weiterkultivierung (24 h),
die ohne Einflul auf das Wachstumsverhalten blieb und uns fir das wetere Versuchdesign
geeignet erschien.



Ergebnisse und Diskussion 49

4.2 Charakterisierung des schadigenden Einflusses von Wasser stoffperoxid auf
humane K eratinozyten

Als einfaches Model oxidativ bedingter Zelschadigungen humaner Keratinozyten diente die
Behandlung mit Wasserstoffperoxid. In den vorliegenden Versuchen sollte das Ausmald ener
Schadigung und der Einflul auf die epidermale Zelpopulation untersucht und charakterisiert
werden.

Als sensibler Proliferationsmarker wurde die DNA-Synthesdeistung neben der Lebendzdlanzahl
bestimmt. Zur vollstandigen Charakterisierung der Wirkung von Wasserstoffperoxid an humanen
Keratinozyten erfolgte die Untersuchung des Zdlzyklusphasenverteilungsmusters und des
apoptotischen Zdltodes.
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Abb. 20: Einflu von Wasserstoffperoxid (Kurz- und Langzeiteinfluf®) auf die DNA-Syntheserate
(BrdU-Einbau) und die Lebendzdlanzahl (Vitalféarbung) humaner Keratinozyten (HaCaT).
* p <0,05im Vergleich zur unbehanddten Kontrolle, n =6

In der Abbildung 20 ist en zeit- und dosisabhéngiger Einflul? von Wasserstoffperoxid auf den
BrdU-Einbau und die Lebendzellanzahl der keratinozytéren Zelinie dargestdlt. Hierzu wurde den
HaCaT-Keratinozyten entweder H,O, direkt zum Kulturmedium zugegeben mit anschlief3ender
24stundiger Weiterkultivierung oder das Kulturmedium von den Zdlen entfernt, durch temperiertes
steriles PBS ersetzt und H,O, in den unterschiedlichen Konzentrationen fur 1 h zugesetzt. Danach
erfolgte ein Waschschritt mit PBS und die Waeiterkultivierung mit SFM fir 24 h.
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Nach dieser Kurz- (1 h) beziehungsweise Langzeitbehandlung (24 h) humaner Keratinozyten mit
verschiedenen Konzentrationen an Wasserstoffperoxid (10-2000 uM) kam es zu einer dosis-
abhangigen Verminderung der DNA-Syntheserate und der Zdlanzahl im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. Wahrend bereits Konzentrationen ab 100 uM auf die Zdlen in beiden
Inkubationsschemen wachstumsinhibierend wirkten, zeigte sich eine schwache Abnahme der
DNA-Synthese und der Zdlanzahl bei 10 uM nach einstindiger Inkubation in PBS. Eine
Inkubation mit 10 uM direkt im Kulturmedium fir 24 h verursachte dagegen keine Veranderungen
beider Proliferationsmarker.

Aus der Abbildung 20 ist weiterhin zu entnehmen, dal3 eine 24stiindige Exposition der Zdlen mit
Wasserstoffperoxid direkt im SFM verglichen zur enstindigen Inkubation in PBS und Weiter-
kultivierung fir 24 h eine geringere Toxizitdt gemessen an der Lebendzdlanzahl bzw. der DNA-
Syntheserate zeigte. Dieses Ergebnis dirfte zuriickzufihren sein auf die zu erwartenden Wechsd-
wirkungen von H,O, mit enzenen Mediumbestandtellen und der daraus resultierenden
Abschwachung der Wirkung gegentiber den Keratinozyten.
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Abb. 21: Einflul einer eén- bzw. zweistindigen Einwirkung von Wasserstoffperoxid auf das
prozentuale Zdlzyklusphasenverteilungsmuster humaner Keratinozyten (HaCaT) 24 h nach der
Schadigung. n=3
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Zur Untersuchung der Wirkung von H,O, auf das Zelzyklusphasenverteilungsmuster humaner
Keratinozyten (HaCaT) wurde als Expositionsdauer 1 h bzw. 2 h und ein Konzentrationsbereich bis
200 uM gewahlt. In der Abbildung 21 ist die prozentuale Verteilung der Keratinozyten auf die
enzelnen Zyklusphasen 24 h nach erfolgter Schadigung dargestelt. Es konnen ausgepragte
Veranderungen im Zdlzyklus humaner Keratinozyten (HaCaT) erkannt werden. Diese Anderungen
manifestierten sich in ener starken Zunahme der Gy/G;-Phasezdlen und einer Abnahme der Zdlen
in der S und Gy/M-Phase ab 100 uM H,0O,. Durch Anwendung von 200 UM konnte noch eine
leichte Verstérkung dieser Effekte beobachtet werden. Die niedrigste Konzentration von 25 uM
hatte dagegen keinen Einflu?. Zwischen ener ein- und zweistiindigen Einwirkzeit gab es keine
signifikanten Unterschiede, d. h. das Ausmal3 der Verénderungen im Zdlzyklus erfuhr durch eine
verlangerte Exposition keine Verstarkung.
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Abb. 22: Einflul einer enstindigen Einwirkung von Wasserstoffperoxid auf das prozentuale
Zdlzyklusphasenverteilungsmuster humaner Keratinozyten (NHEK) 24 h nach der Schéadigung.
n=3

Orientierend an den vorangegangenen Versuchen mit HaCaT-Keratinozyten erfolgte die
Festlegung des Studiendesigns be Verwendung von NHEK. Da an der HaCaT-Kultur keine
zusétzlichen Steigerungen der Effekte durch ene zweistiindige Inkubation erreicht werden
konnten, beschréankten sich die Versuche an NHEK auf eine Expositionsdauer von 1 h. Auch hier
zeigten sich 24 h nach erfolgter Schadigung ebenfalls charakteristische Alterationen im Zdlzyklus
(Abb. 22). Wéhrend niedrige Konzentrationen von 10 uM ohne Einfluf} auf den Prozentsatz der
Keratinozyten in den einzelnen Zdlzyklusfraktionen blieben, kam es nach Behandlung mit 100 pM
fir 1 h zu eéinem drastischen Anstieg der Zedlen in der Go/G;-Phase und zu einem starken Abfall der
S-Phasezdlen. Nach Anwendung von 200 pM H,O, konnten diese Effekte in geringem Ausmal
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verstarkt werden. Im Gegensatz zu den Versuchen an den HaCaT-Zdlen blieb die G,/M-Phase be
den NHEK nahezu unbeeinflufdt. Die ausgel Osten Effekte auf die prozentuale Verteilung der Zdlen
auf die Gy/G;- bzw. der S-Phase waren stérker ausgepragt. Die NHEK reagierten auf enen
einstiindigen H,O,-Reiz im Vergleich zu den HaCaT -Zdlen wesentlich sensibler.
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Abb. 23: Einflul einer einstiindigen Wasserstoffperoxideinwirkung auf den apoptotischen Zeltod
humaner Keratinozyten (NHEK) 24 h nach der Zdlschadigung (Methode: flowzytometrische
Bestimmung von Apo2.7). * p < 0,05 im Vergleich zur unbehanddten Kontrolle, n=3

Neben der Wirkung von H,0O, auf das Zdlzyklusphasenverteilungsmuster humaner Keratinozyten
wurde zur Charakterisierung des Einflusses ener enstiindigen Wasserstoffperoxideinwirkung in
NHEK 24h nach efolgter Zdlschddigung der mitochondriale Apoptosemarker Apo2.7
herangezogen. Das Ergebnis ist in Abbildung 23 aufgezeigt. Eine Behandlung der NHEK mit
Wasserstoffperoxidkonzentrationen von 100 pM und 200 uM fihrte zu einem signifikanten
Anstieg der Apo2.7-positiven Zdlen und zu ener Abnahme der Apo2.7-negativen Zdlen, wobe
die nichtapoptotische Zdlpopulation in ihrer Gesamtheit Uberwog. Das Ausmald der Zunahme
apoptotischer Zdlen war bei 100 uM und 200 uM gleich ausgeprégt. Konzentrationen von 10 uM
zeigten dagegen keine Veranderungen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.
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4.2.1 Diskussion

In unseren Experimenten zum Einflu® von H,O, auf kultivierte humane epidermale Keratinozyten
konnten neben einer deutlichen dosisabhangigen Abnahme der DNA-Syntheserate (BrdU-Einbau)
und der Lebendzdlanzahl (Vitalfarbung) starke Veranderungen im Zdlzyklus festgestelt werden.
Waéhrend niedrige Konzentrationen (10 uM  bzw. 25puM) von den humanen Hautzellen gut
vertragen wurden, zeigten sich ab 100 uM deutliche Auswirkungen auf die prozentuale Verteillung
der Zdlen in den einzenen Zdlzyklusphasen. Die Keratinozyten (HaCaT und NHEK) reagierten
auf dieses externe Signal mit einer Akkumulation der Zdlen in der Gg/G;-Phase unter
gleichzeitiger Abnahme der S-Phasezellen. Ein derartiger Arrest in Go/G; als Folge eéner H,O,-
Behandlung wurde ebenfalls von Bladier et al., 1997 an humanen Fibroblastenzellen beschrieben.
Clopton und Saltman (1995) konnten an chinesischen Hamstereizellkulturen als Reaktion auf einen
H.O,-induzierten oxidativen Stress neben einem Arrest in G, einen weiteren in G/M nachweisen.
Daneben ist bekannt, dal? Wasserstoffperoxid beispiesweise lUber die Fenton-Reaktion mit der
daraus resultierenden Generierung von Hydroxylradikalen an der Schadigung der DNA beteiligt ist
(Imlay et al., 1988). Die Zdlen konnen auf derartige DNA-schédigende Einflisse mit ener
Blockierung des Zdlzyklusses bzw. bei grof3en, irreparablen Schaden mit der Ausldsung des
programmierten Zdltodes (Apoptose) reagieren (Hartwell und Kastan, 1994).

Die Fahigkeit der Arretierung stellt dabei einen physiologischen Schutzmechanismus dar, der eine
Replikation der Zdlen mit geschéadigtem Genom verhindern soll. Die Zdle erhdlt dadurch die
Maoglichkeit, aufgetretene Schaden durch verschiedene Reparaturmechanismen zu besetigen und
genetische Alterationen auszuschlie3en. Beteiligt an diesem Regulationsmechanismus im
Zdlzyklus sind bestimmte Kontrollpunkte, sogenannte ,, Checkpoints’, die sich am Gy/S-Ubergang
und am Gy/M-Ubergang befinden. Diese komplexen Signaltransduktionssysteme bedingen
wesentlich den korrekten Ablauf des Zdlzyklusses und die genetische Stabilitdt einer Zdle. Eine
Ubersicht tber die komplexen Mechanismen und das heutige Verstandnis der Zdlzykluskontrolle
und -regulation wird von Funk und Kind (1997) gegeben.

Neben den beobachteten Verénderungen in der prozentualen Zelzyklusphasenvertellung konnte
unter Verwendung von NHEK 24 h nach einstiindiger Wasserstoffperoxidexpaosition (100 uM und
200 uM) durch Bestimmung des mitochondrialen Membranproteins Apo2.7 ene geringe
Auslésung der Apoptose nachgewiesen werden. Dieser Prozess besitzt aber im Vergleich zur
Zdlzyklusregulation eher untergeordnete Bedeutung. Eine Konzentration von 10 uM hatte sowohl
auf apoptotische Prozesse als auch auf die Vertellung der einzelnen Zdlzyklussphasen keinen
Einfluf3.



Ergebnisse und Diskussion 54

4.3 Untersuchungen des zytoprotektiven Potentials gegentiber schadigenden Noxen

Nachdem die Wirkung der ausgewdhlten definierten antioxidativen Einzelsubstanzen auf die
Proliferation der humanen Keratinozyten charakterisiert und die epidermale Vertréglichkeit
eingeschétzt wurde, erfolgte die Untersuchung des zytoprotektiven Potentials im keratinozytéren
Zdlsystem gegentiber verschiedenen externen schadigenden Reizen.

Die vorausgegangenen Untersuchungen zur epidermalen Vertréglichkeit bildeten dabe die
Grundlage fur die Festlegung eines untoxischen Konzentrationsbereiches. Ein Schutzpotential der
engeseizten Substanzen (Rutin, Medatonin  und N-Acetylserotonin) sollte anhand der
Verminderung exogen hervorgerufener Proliferationsveréanderungen (DNA-Synthese und Lebend-
zdlanzahl) beurteilt werden. Experimentdl erfolgte eine Schadigung der humanen Keratinozyten
durch Anwendung verschiedener Zdlschadigungsmodele. Auf der einen Seite wurden die UV-A
und UV-B Strahlung als physikalische und umwetrelevante Noxe und andererseits Wasserstoff-
peroxid, Decylhydroperoxid und Ammoniumeisen-(I1)-sulfat als chemische Noxen verwendet
(Kap. 3.5). Die engesetzten UV-Strahlungsdosen und Konzentrationen an Decylhydroperoxid
orientierten sich an Arbeiten von Gohring (1999).

4.3.1 Zytoprotektives Potential von Rutin im Keratinozytenmodell
Aufgrund der guten Vertrdglichkeit an epidermalen Hautzdllen Uber enen grofen variablen

Konzentrationsbereich (Kap. 4.1.1.3) wurde die Fahigkeit des Glykosides Rutin Uberprift, eine
Zytoprotektion humaner Keratinozyten herbeizufthren.
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Abb. 24: EinfluB von Rutin auf die UV-A induzierte Verminderung der DNA-Syntheserate
(Methode: BrdU-Einbau) und der Zdlanzahl (Methode: Vitalitatstest) humaner Keratinozyten
(HaCaT) 24 h nach der Schadigung. Die Zdlen wurden 2 h mit Rutin vorinkubiert. Wahrend der
UV-A Bestrahlung erfolgte keine Rutinsupplementierung.

* p < 0,05 bestrahite Zelen im Vergleich zur bestrahlten Kontrolle; n=11-12
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Eine alleinige Behandlung der HaCaT-Zdlen mit Rutin 2 h vor der UV-A Exposition mit der Dosis
von 15 Jcm? wirkte sich nicht protektiv auf die Proliferationsverminderung gemessen an den
Parametern DNA-Synthese und Lebenzdlanzahl aus (Abb. 24).

Wurden dagegen die Keratinozyten auch wahrend des Bestrahlungsvorganges mit Rutin
supplementiert, zeigte sich en deutlicher Einflu auf die UV-A induzierte Verminderung der
DNA-Syntheserate (Abb. 25). Bereits nach Einsatz einer Konzentration von 50 uM Rutin konnte
eine Protektion der Proliferationsverminderung erziet werden.

Eine Verwendung hoherer Konzentrationen (100 uM und 200 uM) hatte keine zusétzliche
Steigerung der Schutzeffekte zur Folge.
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Abb. 25: Einflu3 von Rutin auf die UV-A induzierte Verminderung der DNA-Syntheserate (BrdU-
Einbau) humaner Keratinozyten (HaCaT) 24 h nach der Schadigung. Die Zdlen wurden 2 h mit
Rutin vorinkubiert. Wahrend der UV-A Bestrahlung erfolgte eine Rutinsupplementierung.
* p < 0,05 bestrahite Zelen im Vergleich zur bestrahlten Kontrolle n = 12-24

Ein &hnliches Verhalten konnte nach UV-B Bestrahlung beobachtet werden (Abb. 26). Wenn Rutin
neben ener Vorinkubationszeit von 2 h auch wéhrend der Bestrahlung mit 100 mJ/cm? UV-B auf
den humanen Keratinozyten verblieb, konnten signifikante Zytoprotektionen erreicht werden.
Rutinkonzentrationen von 50 uM, 100 uM und 200 UM zeigten eine Verminderung der UV-B
bedingten Abnahme der DNA-Synthese. Der Abfall der Lebendzellanzahl wurde durch 100 uM
und 200 uM signifikant verringert.
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Abb. 26: Bestimmung der DNA-Syntheserate (BrdU-Einbau) und der Lebendzelanzahl (Vital-
farbung) humaner Keratinozyten (HaCaT) 24 h nach UV-B Bestrahlung (100 mJ/cm?). Die Zdlen
wurden 2 h mit Rutin vorinkubiert. Wahrend der Bestrahlung erfolgte entweder eine oder keine
gleichzeitige Rutinsupplementierung in PBS. * p< 0,05 bestrahlte Zdlen im Vergleich zur
bestrahlten Kontrolle, n = 22-24

Neben der Untersuchung der Schutzeffekte gegeniber einer UV-A und UV-B Exposition erfolgte
die Uberpriifung der protektiven Kapazitat von Rutin gegeniiber einer schadigenden Wasserstoff-
peroxideinwirkung. Dazu wurden die humanen Keratinozyten (HaCaT) mit Rutin fur 2h
vorinkubiert und wahrend einer nachfolgenden H,O,-Schédigung mit oder ohne Rutin versetzt. Die
Ergebnisse dieses experimentellen Ansatzes sind in den Abbildungen 27 und 28 dargestellt.

Nach 24 h konnte weder durch eine alleinige Vorinkubation (Abb. 27) noch durch eine zusétzliche
Behandlung der Keratinozyten mit Rutin (Abb. 28) wahrend der Exposition mit H,O, (0,2 mM;
1h) eine Protektion anhand der Proliferationsparameter DNA-Synthese und Lebendzelanzahl
nachgewiesen werden.
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Abb. 27: Einflu3 von Rutin auf die H,O.-induzierte DNA-Syntheseverminderung (BrdU-Einbau)
und Zdlanzahlabnahme (Vitalfarbung) humaner Keratinozyten (HaCaT). Die Zdlen wurden 2 h
mit Rutin vorinkubiert, das Medium von den Zdlen entfernt, fir 1 h mit H,O, in PBS inkubiert
(Endkonzentration: 0,2 mM) und nach erfolgtem Mediumwechsd fir 24 h kultiviert. Wahrend der
H,O,-Schéadigung erfolgte keine gleichzeitige Rutinsupplementierung. * p < 0,05 behandelte Zdlen
im Vergleich zur behanddten Kontrolle; n=11-12
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Abb. 28: Einflu3 von Rutin auf die H,O.-induzierte DNA-Syntheseverminderung (BrdU-Einbau)
und Zdlanzahlabnahme (Vitalfarbung) humaner Keratinozyten (HaCaT). Die Zdlen wurden 2 h
mit Rutin vorinkubiert, das Medium von den Zdlen entfernt, fir 1 h mit H,O, in PBS inkubiert
(Endkonzentration: 0,2 mM) und nach erfolgtem Mediumwechsd 24 h kultiviert. Wahrend der
H,O,-Schéadigung erfolgte eine gleichzeitige Rutinsupplementierung. * p < 0,05 behanddte Zdlen
im Vergleich zur behanddten Kontrolle; DNA-Synthese: n = 23-24; Zdlanzahl: n= 11-12
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Abb. 29: Wirksamkeit von Rutin gegeniber einer Fe**-induzierten Zytotoxizitét in humanen
Keratinozyten (HaCaT). Die Zdlen wurden 2 h vorinkubiert, anschlief3end mit einer &gquimolaren
Losung von Ammoniumeisen-(11)-sulfat/8-Hydroxychinolin (50 pM) versetzt und nach 24 h en
Vitalitétstest durchgefihrt. * p < 0,05 behanddte Zdlen im Vergleich zur behanddten Kontrolle;
n = 44-48

Als weitere schadigende Noxe wurde das System Ammoniume sen-(11)-sulfat/8-Hydroxychinolin
as Moddl fur esenkatalysierte Radikalbildungsprozesse angewandt. Nach einer zweistlindigen
Vorinkubationszeit mit Rutin efolgte die Exposition der humanen Hautzelen mit ener
dguimolaren Losung von Ammoniumeisen-(I1)-sulfat und 8-Hydroxychinolin (50 uM) zur
Erzeugung einer Fe**-induzierten Zytotoxizitat. Wahrend des Schédigungsprozesses verblieb Rutin
im Kulturmedium.

Die Abbildung 29 zeigt die Resultate des Vitalitdtstestes nach 24 h. Die HaCaT-Keratinozyten
reagierten auf diesen externen Reiz mit ener starken Abnahme der Zdlanzahl um 50% im
Vergleich zur unbehanddten Kontrolle. Nach Einsatz von 50 uM Rutin kam es zu einer
signifikanten Verringerung dieser toxischen Wirkung. Nach Anwendung von 100 uM konnte der
Schutzeffekt noch gesteigert werden. Eine Erh6hung der Rutinkonzentration auf 200 pM erbrachte
keine weitere Steigerung des protektiven Effektes.

4.3.1.1 Diskussion

Die durchgefuhrten Untersuchungen sollten kléren, ob durch Einsatz von Rutin ein Schutz humaner
Keratinozyten vor einer oxidativ bzw. UV-bedingten Zytotoxizitdt herbeigefiihrt werden kann. Es
ist bekannt, daf? die unterschiedlichen Flavonoide, wie z. B. Quercetin und Rutin in den oxidativen
Stoffwechsd eingreifen kdnnen. Dabel zeichnen sich diese polyphenolischen Verbindungen durch
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ihre direkten Radikalféngereigenschaften sowie durch ene direkte Hemmwirkung auf bestimmte
Enzyme aus (Elstner, 1990; Merk et al., 1991).

Neben den wichtigen strukturellen Vorraussetzungen fur die antioxidativen Eigenschaften (Kap.
2.5.2) ist die Fahigkeit zur Interaktion mit Lipidmembranen und die Penetration durch diese von
Bedeutung (Saija et al., 1995).

Die dargestellten Ergebnisse belegen UV-Protektionen an humanen Keratinozyten (HaCaT), wenn
das Glykosid Rutin zusétzlich zur Vorinkubation (2 h) wahrend der UV-B (100 mJ/cn®) bzw. der
UV-A (15 JcmP) Exposition auf den Zelen verbleibt. Kootstra, 1994 zeigte einen Schutzeffekt
verschiedener isolierter Flavonoide (Naringenin, Rutin) und eines Flavonoidextraktes auf einen
UV-B induzierten DNA Schaden. Die UV-protektive Wirkung kam dabel, wie be unseren
Versuchen, durch die Fahigkeit der Flavonoide zur UV-Absorption zustande.

Nakayama et a., 1992 und 1993 wiesen protektive Effekte gegen eine Wasserstoffperoxid
vermittelte Zytotoxizitdt an chinesischen Hamster V79 Zdlen (Koloniebildungsassay) nach
Inkubation mit verschiedenen Flavonoiden nach. Diese Schutzwirkung konnte an den humanen
Keratinozyten nach erfolgter H,O,-Schédigung und durch Einsatz von Rutin nicht bestétigt werden.
Sowohl eine alleinige Vorinkubation der Zelen fir 2 h als auch eine weitergehende Behandlung
mit Rutin wahrend der einstiindigen H,O,-Behandlung hatte keinen schiitzenden Einflul3. Denkbar
fur diesen Effekt ist die zu geringe Aufnahme von Rutin in den Keratinozyten bzw. die fehlende
Einlagerung in die Zelmembran aufgrund der geringeren Lipophilie und des grofRen gebundenen
Zuckerrestes. Durch diesen wird zusétzlich eine fur die antioxidative Wirkung wichtige Hydroxyl-
gruppe besetzt (Kap. 2.5.2).

Im Gegensatz dazu zeigte eine Anwendung von Rutin ein ausgepragtes Schutzpotential gegentiber
ener Fe*-induzierten Zytotoxizitdt an humanen Keratinozyten. Dieser Befund kann durch die
Maoglichkeit zur Chelatisierung von Metallionen aufgrund der polyphenolischen Struktur erkléart
werden (Mord et al., 1994). Da Eisen an verschiedenen Radikalbildungsprozessen beteiligt ist, wie
z. B. an der Generierung von Hydroxylradikalen Uber die Fenton-Reaktion, kénnen durch diesen
Mechanismus bedingte biologische Konsegquenzen vermindert bzw. die Initiierung pathologischer
Zustande infolge freler Radikale durch Einsatz von Rutin supprimiert werden. Untersuchungen von
Kozlov et al., 1994 zeigten beispiesweise ene Verminderung der Lipidperoxidation in Rattenhirn-
homogenaten durch Rutin infolge der Bildung von Fe**-Chdatorkomplexen. Afanas ev et al., 1989
und 1995 befaldten sich in ihren Arbeiten ausfihrlich mit den chelatisierenden Eigenschaften, der
Wirkung als Radikalfanger und dem Mechanismus der Inhibierung lipidperoxidativer Prozesse
durch die Flavonoide Rutin und Quercetin. Sie fanden, dal’ beide Flavonoide effektive Inhibitoren
in enem esenabhdngigen Lipidperoxidationssystem waren und durch ihre Fahigkeit zur
Chdatisierung von Eisenionen mit der Formierung inerter Eisen-Flavonoid-Komplexe wirken. Die
gebildeten Eisenkomplexe der Flavonoide behalten dabe ihre Radikalfangereigenschaften be. Es
konnte weiterhin nachgewiesen werden, daf3 der Mechanismus dieser Chdatisierung fur die
Schutzwirkung der Substanz Rutin bedeutender ist als fir Quercetin. Insgesamt kommen Afanas ev
et al., 1989 zu dem Schiuf3, da3 Rutin und Quercetin radikalbedingte Prozesse in dreé Stadien
vermindern kénnen. Zum einen wird ein Einflul auf die Formierung von Superoxidanionradikalen
und die Bildung von Lipidperoxylradikalen ausgelibt. Andererseits wird ene veminderte
Generierung von Hydroxylradikalen in der Fenton Reaktion diskutiert. Weiterhin konnte nach-
gewiesen werden, dal3 der gebildete Eisen-Rutin-Komplex unter physiologischen pH-Werten stabil
war und keine prooxidativen Eigenschaften zeigte. Das kalkulierte Eisen-Rutin-Verhéltnis wurde
be pH 7.4 as 1:2 angegeben. Dieses Ergebnis korreliert mit unseren Resultaten, die aus der
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Abbildung 29 entnommen werden konnen. Eine Steigerung der Rutinkonzentration von 100 pM
auf 200 uM verursachte keinen zusétzlichen Schutz der humanen Keratinozyten. Im Gegensatz
dazu konnte der protektive Effekt von 50 uM Rutin auf eine Fe**-induzierte Zytotoxizitat (50 uM
Fe?*) durch Verwendung von 100 uM Rutin gesteigert werden.

4.3.2 Zytoprotektives Potential von M elatonin im K eratinozytenmodell
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Abb. 30: Bestimmung der DNA-Syntheserate humaner Keratinozyten (HaCaT) 24 h nach UV-B
Bestrahlung (100 mJ/cn?). Die Zdlen wurden 2 h mit Mdatonin vorinkubiert und wahrend der
UV-B Bestrahlung erfolgte keine gleichzeitige Meatoninsupplementierung. * p < 0,05 bestrahite
Zdlenim Vergleich zur bestrahlten Kontrolle; n = 12

Zur Prifung der Wirksamkeit von Meatonin gegeniber einer UV-B vermittdten Proliferations-
verminderung wurden die HaCaT-Keratinozyten in 96er MTP unterschiedlichen Inkubations-
schemen unterworfen. Die Abbildung 30 zeigt die DNA-Syntheserate 24 h nach erfolgter UV-B
Bestrahlung mit 100 mJcm?. Dabe  wurden die Keratinozyten 2h mit verschiedenen
Médatoninkonzentrationen (0,01 uM bis 1000 uM) vorinkubiert. Wahrend des Bestrahlungs-
vorganges erfolgte keine Mdatoninsupplementierung. In ihrer zdluldren Antwort reagierten die
bestrahlten Hautzellen (HaCaT) mit einer deutlichen Hemmung der DNA-Syntheserate (BrdU-
Einbau). Eine Vorinkubation der Zellen erbrachte keine sichtbaren protektiven Effekte.
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Abb. 31: Bestimmung der DNA-Syntheserate (BrdU-Einbau) und der Lebendzelanzahl (LDH-
Aktivitatsbestimmung im Zdllysat) humaner Keratinozyten (HaCaT) 24 h nach UV-B Bestrahlung
(100 mJ¥c?). Die Zdlen wurden 2h mit Médatonin vorinkubiert und wahrend der UV-B
Bestrahlung erfolgte eine gleichzeitige Mdatoninsupplementierung in PBS. * p< 0,05 bestrahlte
Zdlenim Vergleich zur bestrahlten Kontrolle. (Zelanzahl: n = 6, DNA-Synthese: n = 17-18)

Im Kontrast dazu wurde nach zwestindiger Vorinkubation und gleichzeitiger Mdatonin-
supplementierung wahrend der UV-B Bestrahlung eine eindeutige Zytoprotektion nach 24 h nach-
gewiesen (Abb. 31). Diese zeigte sich durch eine dosisabhédngige Hemmbarkeit der UV-B
vermittelten Proliferationsverminderung anhand der untersuchten Parameter DNA-Syntheserate
(200 UM bis 1000 uM) und L ebendzellanzahl (500 UM und 1000 uM).
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Abb. 32: DNA-Syntheserate und Lebendzellanzahl humaner Keratinozyten (HaCaT) 24 h nach
UV-A Bestrahlung (15 JcmP). Die Zdlen wurden 2 h vorinkubiert und wéhrend der Bestrahlung
erfolgte eine gleichzeitige Supplementierung mit Mdatonin in PBS. * p < 0,05 bestrahlte Zellen im
Vergleich zur bestrahlten Kontrolle; n = 18-36

In einem néchsten Schritt sollte die Effektivitdt einer Zytoprotektion von Mdatonin an der UV-A
exponierten Keratinozytenzellkultur Uberprift werden. In der Abbildung 32 sind die Ergebnisse zur
Bestimmung der DNA-Syntheserate (BrdU-Einbau) und der Lebendzdlanzahl (Vitalfarbung) dar-
gestelt. Die HaCaT-Keratinozyten wurden fir 2 h vorinkubiert. Wahrend der Exposition mit UV-A
(15 Jem?) fand ene gleichzeitige Behandlung mit Meatonin statt. Nach Durchfihrung dieses
Versuchsdesigns konnten keine Zytoprotektionen nachgewiesen werden. Interessanterweise kam es
bei der Zdlpopulation, die eine Behandlung mit der hdchsten Meatoninkonzentration von 1 mM
efuhr, zu ener zusétzlichen signifikanten Abnahme der BrdU-Einbauraten und der Lebend-
zdlanzahl.

Zur Klarung dieser gesteigerten Toxizitét und des Mechanismus der Zdlschadigung nach UV-A
Bestrahlung und simultaner Médatoninbehandlung schlol3 sich ene Untersuchung des
apoptotischen bzw. nekrotischen Zdltodes an. Daneben erfolgte die Untersuchung des Zdl-
zyklusses.
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Abb. 33: EinfluR einer gleichzeitigen Meatoninsupplementierung wahrend der UV-A Bestrahlung
auf den apoptotischen bzw. spatapoptotischen/nekrotischen Zeltod humaner Keratinozyten
(HaCaT) nach 24h (Methode flowzytometrische Bestimmung von Annexin-V/Pl). Die
Vorinkubation der Zdlen betrug 2 h. * p<0,05 bestrahlte Zdlen im Vergleich zur bestrahlten
Kontrolle n=4

Die Abbildung 33 zeigt die Ergebnisse ener Bestimmung der Phosphatidylserintranslokalisation an
die aulere Zytoplasmamembran mittds Annexin-V/Pl am Durchflul3zytometer. ES wurde das
gleiche Inkubationsschema wie fur Abbildung 32 verwendet.

Die hochste eingesetzte Konzentration an Meatonin von 1 mM verursachte einen deutlichen
Anstieg Annexin-V- und Pl-positiver Zelen. Eine signifikante Zunahme rein apoptotischer Zelen
konnte nicht festgestdlt werden. Alle anderen Konzentrationen, die auch keinen Einflul® auf die
DNA-Syntheserate und die Lebendzelanzahl hatten, blieben auch hier ohne Auswirkungen.
Ebenso konnte nach alleiniger UV-A Bestrahlung keine Phosphatidylserintranslokalisation
nachgewiesen werden.

Weiterhin wurde das fur frihapoptotische Prozesse charakteristische mitochondriale Membran-
protein Apo2.7 nach gleichartiger Behandlung der humanen Hautzellen bestimmt. In der
Abbildung 34 sind die Apo2.7-positiven bzw. —negativen Zdlen in ihrer prozentualen Vertellung
dargestellt. Auch hier konnte en deutlicher Anstieg Apo2.7-positiver Keratinozyten, d. h.
apoptotischer Zdlen, be 1 mM Médatonin und gleichzeitiger UV-A Bestrahlung nach 24 h
detektiert werden.
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Abb. 34: EinfluR einer gleichzeitigen Meatoninsupplementierung wahrend der UV-A Bestrahlung
(15 JcrmP) auf den apoptotischen Zdltod humaner Keratinozyten (HaCaT) nach 24 h (Methode:
flowzytometrische Bestimmung von Apo2.7). Die Vorinkubation der Zellen betrug 2 h. * p < 0,05
bestrahlte Zdlen im Vergleich zur bestrahlten Kontrolle; n = 4)

Tab. 7. Prozentuale Zdlzyklusphasenverteilung humaner Keratinozyten (HaCaT) 24 h nach UV-A
Bestrahlung (15 Jcn?) und gleichzeitiger Mdatoninsupplementierung. Die Zelen wurden 2 h mit
Méatonin vorinkubiert. (Mittelwert £ SD; n=3), * p<0,05 bestrahlte Zdlen im Vergleich zur
bestrahlten Kontrolle

Konzentration UV-A Zdlzyklusphasenverteilung [%0]
Bestrahlung
[uM] [Jen?] Go/G; S GJ/M

0 37,21+ 0,94 43,68 + 1,37 19,12+ 0,45
0 15 23,12+ 1,48 64,16 + 1,64 12,72 £ 0,61
10 15 23,92+ 0,29 63,10+ 0,90 12,99 + 0,64
100 15 27,59 + 1,83 60,42 + 2,19 12,00 £ 0,41
1000 15 51,67 £ 0,27 * 37,01+ 1,39* 11,31+1,18
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Bei Betrachtung des Zdlzyklusphasenverteilungsmusters humaner Keratinozyten (HaCaT) 24 h
nach UV-A Exposition mit 15 Jcm? und gleichzeitiger Mdatoninbehandlung (Tab. 7) konnten
zusétzlich zu den ausgelosten apoptotischen Vorgangen hauptsachlich Verénderungen in der
Verteilung der Go/G;- und S-Phase festgestdllt werden. Die Keratinozyten der bestrahlten Kontrolle
reagierten mit einem schwachen Abfall der Zdlen in der Go/G;-Phase und einem Anstieg der S
Phasezd len.

Dagegen kam es in der mit 1 mM Méatonin behandelten und bestrahlten HaCaT-Zdlpopulation zu
gnem starken Anstieg an G¢/G;- und einem Abfall der S-Phasezdlen im Vergleich zur
unbestrahlten und bestrahlten LM-Kontrolle. Im Gegenzug dazu zeigten sich in der Verteilung der
Zdlen auf die Gy/M-Phase keine ausgeprégten Effekte. Es konnte hier ein schwacher Abfall in
alen UV-A bestrahiten Zelpopulationen detektiert werden.
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Abb. 35: DNA-Syntheserate humaner Keratinozyten (NHEK) 24 h nach UV-A Bestrahlung
(10 Jerr?). Die Zdlen wurden 2h vorinkubiert und wéhrend der Bestrahlung erfolgte ene
gleichzeitige Supplementierung mit Medatonin in PBS. * p < 0,05 bestrahlte Zdlen im Vergleich
zur bestrahlten Kontrolle, n = 12

Die Uberpriifung des Einflusses einer UV-A Bestrahlung (10 Jcm?) nach erfolgter zweistiindiger
Vorinkubation und gleichzeitiger Supplementierung mit Meatonin (10 uM, 100 uM und 1000 pM)
auf die DNA-Syntheserate NHEK zeigte ein dhnliches Verhalten (Abb. 35). Wie be den HaCaT-
Zdlen konnten keine Zytoprotektionen nachgewiesen werden. Dagegen war eine Behandlung der
NHEK mit Mdatonin (10 pM und 100 pM) wahrend der UV-A Exposition mit einer gesteigerten
Toxizitét, gemessen an einer zusatzlichen DNA-Syntheseverringerung nach 24 h, verbunden.
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Abb. 36: EinfluR von Mdatonin auf die H,O-induzierte DNA-Syntheseverminderung und
Zdlanzahlabnahme humaner Keratinozyten (HaCaT). Die Zdlen wurden 4 h mit Mdatonin
vorinkubiert und nach der Zugabe der H,O,-LGsung in PBS erfolgte die Bestimmung der DNA-
Syntheserate (Methode: BrdU-Einbau) und der Lebendzelanzahl (Vitalfarbung) nach 24 h.
* p < 0,05 unbehanddte Zdlen im Vergleich zur behanddten Kontrolle; n= 6

Nachdem die Effektivitdt von Mdatonin, humane Keratinozyten gegeniber UV-B und UV-A
Strahlung zu schitzen, GOberprift wurde, kam as chemische, zdlschddigende Noxe
Wasserstoffperoxid zum Einsatz. Die Charakterisierung der Auswirkungen von Wasserstoffperoxid
auf humane Keratinozyten erfolgte im Kapitd 4.2. Die Abbildung 36 zeigt den Einflu3 von
Mdatonin auf die H,O,-vermittelte DNA-Syntheseverringerung und Zdlanzahlabnahme humaner
Keratinozyten (HaCaT). Vor der Schadigung der epidermalen Hautzellen wurde 4 h mit Meatonin
(0,01 uM bis 1000 uM) vorinkubiert, die Zellen anschlieRend mit 0,25 mM H,O, versetzt und nach
24 h die BrdU-Einbaurate und die Lebendzelanzahl bestimmt. Durch Einsatz von Méeatonin
konnte die starke Verringerung der DNA-Syntheserate durch keine der verwendeten Mdatonin-
konzentrationen vermindert werden. Auch der deutliche Abfall der Lebendzellanzahl konnte durch
Anwendung des Epiphysenhormones nicht vermindert werden.

In einem anderen experimentellen Ansatz wurden die humanen Keratinozyten (HaCaT) nach
vorheriger zweistindiger Inkubation mit Medatonin nur kurzzeitig far 30min mit H,O,
unterschiedlicher Konzentrationen (0,25 mM; 05mM und 1mM) versetzt. Nach enem
Mediumwechsd und der Weiterkultivierung fur 24 h efolgte die Bestimmung der DNA-
Synthesdeistung (Abb. 37). Keine der verwendeten Meatoninkonzentrationen (10 uM, 100 uM
und 1000 uM) konnte die H,O, bedingte Verringerung der DNA-Synthese verhindern. Auffallend
ist dagegen die noch zusétzlich gesteigerte Toxizitat nach Anwendung von 1 mM Meatonin.
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Abb. 37: Einflul von Mdatonin auf die H,O.-induzierte DNA-Syntheseverminderung humaner
Keratinozyten (HaCaT). Die Zdlen wurden 2h mit Mdatonin vorinkubiert, fir 30 min mit
verschieden konzentrierten H,O»-Ldsungen (Endkonzentrationen: 0,25 mM; 0,5 mM; 1 mM)
inkubiert und nach erfolgtem Mediumwechsd fur weitere 24 h inkubiert. * p < 0,05 behandelte
Zdlenim Vergleich zur behandelten Kontrolle n= 12
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Abb. 38: Einflu von Médatonin auf die DHP-induzierte DNA-Syntheseverminderung (BrdU-
Einbau) und Zdlanzahlabnahme (Vitalféarbung) humaner Keratinozyten (HaCaT). Die Zdlen
wurden 30 min mit Meatonin vorinkubiert, fir 30 min mit DHP versetzt (125 puM, 250 uM),
danach mit PBS gewaschen und nach Zugabe von frischem SFM 24 h weiterkultiviert. * p < 0,05
behanddte Zdlen im Vergleich zur behanddten Kontrolle. (BrdU-Einbau: n = 22-24; Vitalfarbung:
n=12)
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Als weiterer zellschadigender Parameter neben Wasserstoffperoxid wurde die Moddlsubstanz
Decylhydroperoxid (DHP) in die Untersuchungen einbezogen. Hierbe handdt es sich um en
synthetisch hergestelltes, organisches Peroxid, dessen Auswirkungen auf die HaCaT-Zédlinie von
Gohring (1999) anhand der DNA-Synthese, der Lebendzellanzahl, des apoptotischen und
nekrotischen Zelltodes und der Zdlzyklusphasenverteilung charakterisiert wurde.

Zur Uberprifung der Schutzwirkung von Melatonin gegen den DHP bedingten Abfall der DNA-
Synthese und der Lebendzdlanzahl wurden die HaCaT-Zdlen 30 min mit Meatonin vorinkubiert
und mit unterschiedlichen Konzentrationen an DHP (125 uM und 250 uM) far 30 min versetzt. Es
konnte ebenfalls keine Protektion durch Meatonin erzidt werden (Abb. 38).

Tab. 8: Aufnahme von Mdatonin in humane Keratinozyten (HaCaT) (10000 Zdlen pro well) nach
einer Inkubationsdauer von 2 h. (Mittelwerte = SD)

M ediumkonzentration [mM] Mé atoninaufnahme [nM] n
1 970+ 181 11
0,1 939+73 12
0,01 7,96+0,9 12

Far die mesten durchgefiihrten Experimente wurde al's Vorinkubationsschema 2 h gewéahlt. Um die
zdluldre Aufnahme von Mdatonin in die humanen Keratinozyten (HaCaT) zu bestimmen, erfolgte
die Zugabe von Tritium-markiertem Médatonin zusédtzlich zur unmarkierten Substanz in das
Zdlkulturmedium (Kap. 3.12). In Tabdle8 sind die durch radioaktive Traceranalyse erhaltenen
Resultate aufgeftihrt.

Als Mediumkonzentrationen an Medatonin wurden 0.01 mM, 0.1 mM und 1 mM verwendet. Im
Ergebnis der Untersuchungen zeigte die zdlulédre Aufnahme von Médatonin endeutig eine
Abhangigkeit von der Konzentration im Kulturmedium. Dieser Prozef3 unterlag nahezu einer
Proportionalitét. Nach 2 h Inkubation der Zdlen mit der hdchsten Mdatoninkonzentration von
1 mM wurden insgesamt von der Zdlpopulation (10000 Zdlen/wdl) 970 + 181 nM aufgenommen.
Diese Methode diente dazu, die gesamte Aufnahme von Méeatonin zu bestimmen. Eine Unter-
scheidung von zytosolisch und Zellmembran lokalisiertem Mdatonin fand nicht statt.
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4.3.3 Zytoprotektives Potential von N-Acetylserotonin im K eratinozytenmodell

Als wetere antioxidative Verbindung und Radikalfanger fand N-Acetylserotonin enen Einsatz.
Diese Substanz stelt eine direkte biosynthetische Vorstufe von Mdatonin dar (Kap. 2.6.1). Auch
hier sollte das eventudle Schutzpotential gegentiber der UV-induzierten Proliferationsverénderung
humaner Keratinozyten untersucht werden. Fir die nachfolgenden Untersuchungen wurden
verschiedene Inkubationsschemen verfolgt. Eine alleinige Vorinkubation der Zdlen (2 h) mit N-
Acetylserotonin (10 uM, 100 uM und 1000 uM) brachte keine Protektion vor der UV-B bedingten
Abnahme der Lebenzelanzahl (Abb. 39).
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Abb. 39: Einflul von N-Acetylserotonin auf die UV-B induzierte Verminderung der Vitalitét
(Lebendzdlanzahl) humaner Keratinozyten (HaCaT) 24 h nach der Schadigung. Die Zellen wurden
2h mit N-Acetylserotonin vorinkubiert und wéhrend der UV-B Bestrahlung erfolgte keine
gleichzeitige Mdatoninsupplementierung in PBS. * p < 0,05 bestrahlte Zdlen im Vergleich zur
bestrahlten Kontrolle, n = 23-24

Erfolgte dagegen eine zusétzliche Inkubation wahrend der UV-B Bestrahlung (100 mJ/cm?), konnte
nach Anwendung von 1 mM N-Acetylserotonin ein deutlicher Anstieg der Lebendzelanzahl im
Vergleich zur bestrahlten LM-Kontrolle erreicht werden (Abb. 40). Die niedrigen Konzentrationen
von 10 uM und 100 pM blieben ohne Einfluf3.
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Abb. 40: Einflul von N-Acetylserotonin auf die UV-B induzierte Verminderung der Vitalitét
(Lebendzdlanzahl) humaner Keratinozyten (HaCaT) 24 h nach der Schadigung. Die Zellen wurden
2h mit N-Acetylserotonin vorinkubiert und wahrend der UV-B Bestrahlung erfolgte ene
gleichzeitige Mdatoninsupplementierung in PBS. * p < 0,05 bestrahlte Zelen im Vergleich zur
bestrahlten Kontrolle; n = 21-24
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Abb. 41: Einflu von N-Acetylserotonin auf die UV-A induzierte Verminderung der Vitalitét
(Lebendzdlanzahl) humaner Keratinozyten (HaCaT) 24 h nach der Schédigung. Die Zdlen
wurden 2 h mit N-Acetylserotonin vorinkubiert und wahrend der UV-A Bestrahlung erfolgte eine
gleichzeitige Mdatoninsupplementierung in PBS. * p< 0,05 bestrahlte Zelen im Vergleich zur
bestrahlten Kontrolle; n = 22-24
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Weiterhin  wurde das protektive Potential von N-Acetylserotonin  gegeniber ener UV-A
Bestrahlung bestimmt. Die Proliferationsverminderung erfolgte mit einer UV-A Dosis von
15 Jeme. Die Abbildung 41 zeigt die Resultate einer zweistiindigen Vorinkubation und gleich-
zeitiger Supplementierung wahrend der Bestrahlung.

Im Ergebnis dieses Inkubationsschemas konnten keine Protektionen nachgewiesen werden.
Auffallend ist der stérkere Abfall der Lebendzdlanzahl bei Behandlung mit 100 uM und 1000 pM
N-Acetylserotonin.
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Abb. 42: Einflu@ von N-Acetylserotonin auf die UV-A induzierte Verminderung der Vitalitét
(Lebendzdlanzahl) humaner Keratinozyten (HaCaT) 24 h nach der Schadigung. Die Zellen wurden
2h mit N-Acetylserotonin vorinkubiert und wéhrend und nach der UV-A Bestrahlung (24 h)
erfolgte eine N-Acetylserotoninsupplementierung. * p < 0,05 bestrahlte Zellen im Vergleich zur
bestrahlten Kontrolle; n = 21-24

Zusétzlich zur zweistiindigen Vorinkubationszeit und gleichzeitiger Supplementierung wahrend der
UV-A Bestrahlung erfolgte eine erneute N-Acetylserotoninzugabe fir 24 h (Abb. 42). Dabe wurde
eén Konzentrationsbereich (1 uM, 10puM und 100 uM) verwendet, der keine toxischen
Auswirkungen auf das Zdlwachstum in vorhergehenden Experimenten bei ener Inkubationszeit
von 24 h zeigte (Kap. 4.1.3). Im Gegensatz zu den Ergebnissen in Abbildung 41 verursachten auch
Konzentrationen von 1 uM und 10 pM eine Abnahme der Zdlanzahl, wobe sich die Effekte
zwischen den einzelnen Konzentrationen nicht weiter unterschieden. Eine Zytoprotektion konnte
auch durch erneute Zugabe nach dem Bestrahlungsvorgang und einer 24stindigen Weiter-
kultivierung nicht erreicht werden.
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Tab. 9: Prozentuale Zdlzyklusphasenverteilung humaner Keratinozyten (HaCaT) 24 h nach UV-A
Bestrahlung (15 Jcm?) und gleichzeitiger N-Acetylserotoninsupplementierung. Die Zellen wurden
mit N-Acetylserotonin 2 h vorinkubiert und in PBS nach erneuter Zugabe von N-Acetylserotonin
mit UV-A bestrahit. (Mittelwert £ SD; * p < 0,05 bestrahite Zelen im Vergleich zur bestrahiten
Kontrolle, n = 3-4)

Konzentration UV-A Bestrahlung Zdlzyklusphasenverteilung [%0]
[uM] [Jen?] Go/G; S G,/M
0 0 24,72 + 1,41 59,66 + 0,49 15,62 + 1,50
0 15 33,30 + 4,47 48,71+ 4,12 17,99+ 1,23
10 15 26,38 + 6,00 52,75+ 4,10 20,87 £ 1,90
100 15 34,44 + 0,77 48,69 + 0,84 16,88 £+ 1,60
1000 15 4871+151* | 37,41+098* | 13,89+0,95

Ergdnzend zu den vorhergehenden Versuchen wurde eine Untersuchung der prozentualen
Zdlzyklusphasenverteilung durchgefihrt. In Tabelle9 sind die Resultate nach zweistiindiger Vor-
inkubationszeit und gleichzeitiger Behandlung der HaCaT-Keratinozyten mit N-Acetylserotonin
wéahrend einer Bestrahlung mit 15 Jcn? UV-A nach 24 h darstdllt.

Deutliche Effekte auf die Vertellung der einzelnen Zdlzyklusphasen Ubte die htchste verwendete
Konzentration von 1 mM und gleichzeitige UV-A Bestrahlung aus. Es konnte ein starker Anstieg
in der Go/G;-Phase und eine ausgeprégte Abnahme der S-Phase im Vergleich zur unbestrahlten und
bestrahlten Kontrolle festgestel It werden, wahrend die G,/M-Phase nahezu unverandert blieb.

4.3.4 Diskussion

Auf der stdndigen Suche nach ensetzbaren UV-protektiven Substanzen, die fir eine topische
Applikation gesignet sind, wurde das Epiphysenhormon Mdatonin hinsichtlich dieser Eigenschaft
untersucht.

Bangha et al. (1996, 1997b) und Dreher et al. (1998) konnten die Schwere eines UV-induzierten
Erythems nach dermaler Applikation Medatonin-haltiger Externa in vivo verringern. Dabel wurden
verschiedene Dosen (0,05%; 0,1% und 0,5%) in einem Nanokolloidge eingesetzt (Bangha e al.,
1996) oder der Einflu® des Applikationszeitpunktes (Bangha et al., 1997b) untersucht. Die durch-
gefuhrten Studien an gesunden Probanden zeigten, daf3 durch die hdchste eingesetzte Konzentration
an Médatonin (0,5%) bzw. durch 15minitigen Auftrag der Mdatonin enthaltenden Formulierung
(0,5%ig) vor dem Bestrahlungsvorgang nach 8 h bzw. 24 h die Ausbildung eines UV-Erythems,
welches visudl und mittds Chromametrie beurteilt wurde, signifikant verhindert werden konnte.
Eine Applikation 1 min, 30 min oder 240 min nach der UV-Bestrahlung flhrte dagegen nicht zum
Erfolg. Fur die lokale antierythemattse Wirkung wurden die Radikalféangereigenschaften des
Molekils bzw. eine Beeinflussung des Arachidonsduremetabolismus verantwortlich gemacht.
Bangha et al., 1996 schlossen direkte UV absorbierende, reflektierende oder streuende Effekte von
Méatonin aus.
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Die vorliegenden Versuche an humanen Keratinozyten sollten sich mit der Untersuchung des zyto-
protektiven Potentials von Méeatonin nach Anwendung verschiedener oxidativer Zelschadigungs-
maodelle in vitro befassen und die Bewertung ener topischen Anwendbarkeit erleichtern. Neben
dem Neurohormon Meéeatonin kam as Moddlsubstanz N-Acetylserotonin mit  ebenfalls
beschriebenen antioxidativen Eigenschaften (Barsacchi et al., 1998; Goda et al., 1999; Reiter et al.,
1999) zum Einsatz.

Entgegen aller Annahmen konnten durch alleinige Vorinkubation mit Meatonin bzw. N-Acetyl-
serotonin (2 h) keine Protektionen vor ener UV-B induzierten Proliferationsverminderung
nachgewiesen werden. Obwohl Arbeiten von Costa e al., 1995 zeigen konnten, daf Lipid-
membranen aufgrund des relativ hohen Lipid-Verteillungskoeffizienten von Mdatonin fur diese
Substanz leicht permeabe sind, reichte die von uns gefundene zdluldre Aufnahme durch die
Keratinozyten nach 2 h Inkubationszeit anscheinend nicht aus, um ene fir die antioxidative
Wirkung effektive Konzentration im Zelsystem nach alleiniger Vorinkubation zu erreichen.

Anders sah es be ener zusdtzlichen Inkubation mit dem jewelligen Indolamin wahrend des
Bestrahlungsvorganges mit UV-B aus. Die beobachteten dosisabhéngigen Zytoprotektionen nach
24 h legten aber direkte UV-absorbierende Eigenschaften nahe, die auch durch Aufnahmen der
UV-Absorptionsspektren von Meatonin und N-Acetylserotonin bestétigt werden konnten (Abb. 51
und 52). Die gefundenen dosisabhéngigen Protektionen gegenlber einr UV-B Bestrahlung
(100 mJcn?) stehen in einem direkten Zusammenhang mit den gefundenen UV-Filter-
eigenschaften (Nicke und Wohirab, 2000). Es konnten starke Absorptionen im UV-B und nur
auRerst schwache Absorptionen an der Grenze zwischen dem UV-B und UV-A Waelenléngen-
bereich beobachtet werden.

N-Acetylserotonin und Meatonin zeigten gleiche Effekte auf die Proliferationsverminderung
humaner Keratinozyten nach ener UV-A Bestrahlung (15 Jcn?) und gleichzetiger
Supplementierung mit den Indolaminen. Anstelle der erwarteten photoprotektiven Wirkung der
eingesetzten Indolderivate konnte eine gesteigerte Toxizitét im Zelsystem bei Einsatz hoher
Konzentrationen (1 mM) beobachtet werden. Es ist hier bei beiden Substanzen ein &hnlicher
zellschadigender Mechanismus anzunehmen. Eine Protektion konnte weiterhin nicht durch ene
zusédtzliche Inkubation mit N-Acetylserotonin nach der UV-A Schadigung erreicht werden. Die
Variation der Inkubationsbedingungen blieb im Ergebnis erfolglos und zeigte auch bel niedrigen
Konzentrationen an N-Acetylserotonin (1 pM, 10 uM und 100 pM) ene im Vergleich zur UV-A
bestrahlten Kontrolle zusétzliche L ebenzdlanzahlverringerung.

Neben den Untersuchungen zur DNA-Syntheserate und Lebendzellanzahl erfolgte ene
Bestimmung des apoptotischen bzw. nekrotischen Zeltodes anhand der Parameter Phosphatidyl-
serintranslokalisation an die aul3ere Zytoplasmamembran und die Bestimmung des flr apoptotische
Prozesse charakteristischen mitochondrialen Membranproteins Apo2.7, um zur Ermittlung des
Schadigungsmechanismusses und der gesteigerten toxischen Effekte (Zytotoxizitét) beizutragen. Es
konnte mit beiden Methoden die Auslosung enes apoptotischen (Apo2.7) bzw. spét-
apoptotisch/nekratischen Prozesses (Annexin V/Pl) nach Behandlung der epithdialen Zelen mit
1 mM Médatonin und gleichzeitiger UV-A Bestrahlung (15 Jcn?) detektiert werden.

Daneben mindete die schadigende Einwirkung von Meatonin und N-Acetylserotonin wahrend der
UV-A Exposition in enen Zdlzyklusblock in Gy/G;. Die Fraktion der S-Phasezelen nahm
hingegen im Vergleich zur bestrahlten Kontrolle ab. Wahrend Arbeiten von Cagnoli et al., 1995
beegen, dal3 Mdatonin beispidsweise Neuronen vor ener  Singulettsauerstoff-induzierten
Apoptose schitzen kann, wurde in den vorliegenden Experimenten nach gleichzeitiger UV-A
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Bestrahlung ene Zunahme der Apoptose be hohen Konzentrationen gefunden. Ein Anstieg
apoptotischer Zelen nach alleiniger UV-A Exposition konnte anhand der untersuchten Apoptose-
parameter nicht detektiert werden. Eine Ursache kdnnte in der von Ghiadecki et al., 2000 kirzlich
nachgewiesenen Resistenz gegen eine UV-vermittelte Apoptose liegen.

Die von uns beobachtete Zdltodinduktion (Apoptose) und die gleichzeitige Arretierung der
Keratinozyten in der Go/G;-Phase des Zdlzyklusses ist als ein wichtiger zdlinterner regulatorischer
Kontrollmechanismus zu verstehen, durch den es zum Absterben von irreparabel geschadigten
Zdlen als Antwort auf den externen toxischen Reiz kommit.

Neben den Versuchen zur photoprotektiven Wirkung der Indolderivate konnte kein effektiver
Schutz der Hautzellen vor einer oxidativ bedingten Zelschédigung durch Wasserstoffperoxid
erreicht werden. Dagegen belegen Arbeiten von Hara et al., 1997 unter Verwendung enes in vivo
Tiermodelles die Wirkung von Mdatonin auf die Aktivitét des antioxidativen Enzymes Glutathion-
peroxidase, welches eine bedeutende Rolle im M etabolismus von Wasserstoffperoxid e nnimmt.

Im Gegensatz zu Wasserstoffperoxid, das schnell abgebaut und durch Keratinozyten reativ gut
toleriert werden kann, erfolgte der Einsatz enes organischen Hydroperoxides. Von solchen
organischen Hydroperoxiden ist bekannt, dass sie vid langsamer abgebaut werden und auch
Schlissdenzyme des antioxidativen Verteidigungssystems der Zdlen (Glutathion) inaktivieren
(Vessey et al., 1992; Vessey und Lee, 1993). Mit DHP wurde eine solche Moddlsubstanz fir ein
organisches Hydroperoxid in die Untersuchungen einbezogen, die den generierten Lipidhydro-
peroxiden nach efolgter UV-Strahlung &hnlich ist und durch enen esenkatalysierten
Radikalbildungsprozess eine Proliferationsverminderung an humanen Keratinozyten initiiert
(Gohring, 1999). Auch bei Anwendung von DHP als Schédigungsmodell erwies sich Medatonin als
ineffektiv.

4.4 Bestimmung intrazellularer Peroxide nach UV-A und UV-B Bestrahlung und
unter Einflufd verschiedener Antioxidantien

Fir den vorliegenden Versuchskomplex zur Bestimmung des intrazeluldren Peroxidgehaltes
humaner Keratinozyten (HaCaT) nach UV-Exposition und des Einflusses verschiedener
Antioxidantien auf diesen Prozess wurde das leicht membrangangige Dihydrorhodamin 123 (DHR)
verwendet. Das untoxische, nicht fluoreszierende DHR wird im Zuge des Anstieges intrazelulérer
Peroxide irrevesibe zum fluoreszierenden Oxidationsprodukt Rhodamin 123 umgesetzt (Royall
und Ischiropoulos, 1993). Mit Hilfe des DHR-Testes sollte im folgenden die Wirksamkeit von
Rutin, Kampferol, Medatonin und N-Acetylserotonin gegen enen UV-bedingten Anstieg
intrazellulérer oxidierender peroxidischer Verbindungen untersucht werden. Der experimentele
Ablauf wurde bereits im Kapitel 3.7 beschrieben.

Nach UV-B (100 mJcnm?) bzw. UV-A (15 JcmP) Exposition der HaCaT-Zdlen konnte en
deutlicher Anstieg der Fluoreszenzintensitét im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle gemessen
werden, wobel das Ausmal’ nach UV-A Bestrahlung ausgepragter war.
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4.4.1 Rutin

Durch eine alenige Vorinkubation der Zelen mit verschiedenen Rutinkonzentrationen (1 UM,
50 uM, 100 uM und 200 uM) fir 2 h bzw. 24 h konnte eine signifikante, konzentrationsabhangige
Abnahme des intrazdluldren Peroxidgehaltes nach UV-B Bestrahlung mit 100 mJcm? (Abb. 43)
(50 puM, 100 pM und 200 uM Rutin) und UV-A Bestrahlung mit 15 Jcm? (Abb. 44) (100 uM und
200 UM Rutin) erreicht werden. Zwischen der unterschiedlichen Vorinkubationsdauer von 2 h und
24 h gab es keine Unterschiede.
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Abb. 43: Bestimmung des intrazelluldren Peroxidgehaltes humaner Keratinozyten (HaCaT) nach
UV-B Bestrahlung (100 mJ/cn?) und Einflu® einer Rutinvorinkubation (2 h bzw. 24 h). * p < 0,05
bestrahlte Zdllen im Vergleich zur bestrahlten Kontrolle, n= 12
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Abb. 44: Bestimmung des intrazelluldren Peroxidgehaltes humaner Keratinozyten (HaCaT) nach
UV-A Bestrahlung (15 Jcm?) und Einflu® einer Rutinvorinkubation (2 h bzw. 24 h). * p< 0,05
bestrahlte Zelen im Vergleich zur bestrahlten Kontrolle 2h Vorinkubation: n=12, 24h
Vorinkubation: n=17-18

4.4.2 Kampferol
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Abb. 45: Bestimmung des intrazelluldren Peroxidgehaltes humaner Keratinozyten (HaCaT) nach
UV-B Bestrahlung (100 mJcn?) und Einflul einer Kampferolvorinkubation (2 h). * p<0,05
bestrahlte Zdlen im Vergleich zur bestrahlten Kontrolle, n= 12
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Die Vorinkubation der HaCaT-Keratinozyten beschrankte sich be Kampferol auf 2h, da in
vorangegangenen Experimenten (Kap. 4.1.1.2) ein deutlicher wachstumsinhibierender Einflul3 auf
humane K eratinozyten nach 24 h nachgewiesen werden konnte.

Die Untersuchungen ergaben ebenfalls eine deutliche Abnahme an generierten intrazeluldren
Peroxiden in Abhangigkeit von der verwendeten Kémpferolkonzentration nach UV-B Bestrahlung
(Abb. 45) (1 puM, 3 M, 6 uM und 12 uM) und UV-A Bestrahlung (Abb. 46) (3 uM, 6 uM und
12 uMm).
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Abb. 46: Bestimmung des intrazelluldren Peroxidgehaltes humaner Keratinozyten (HaCaT) nach
UV-A Bestrahlung (15 Jcn?) und Einflud einer Kampferolvorinkubation (2 h). * p<0,05
bestrahlte Zdllen im Vergleich zur bestrahlten Kontrolle, n= 12

4.4.3 Melatonin

Bei den Untersuchungen mit Meéeatonin erfolgte neben ener Vorinkubation der humanen
Keratinozyten von 2h in Abhéngigkeit von der Fragestellung eine zusétzliche Médatonin-
applikation wahrend des UV-A Bestrahlungsvorganges (Abb. 47). Eine alleinige Vorinkubation mit
Mdatonin zeigte bis auf die mit 1000 uM vorbehanddten Zelen keine Unterschiede im
intrazelluléaren Peroxidgehalt verglichen mit der UV-A (15 Jcm?) bestrahliten Kontrolle. Die mit
1000 uM vorinkubierten Keratinozyten wiesen sogar eine Zunahme der Fluoreszenzintenitét auf.
Noch deutlichere Effekte wurden be gleichzetiger Meéatoninsupplementierung und UV-A
Exposition gefunden. Es kam zu einem starken und zusétzlichen Anstieg der Rhodaminfluoreszenz
as Indiz flr einen gesteigerten intrazel luléren Peroxidgehalt.
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Abb. 47: Bestimmung des intrazelluldren Peroxidgehaltes humaner Keratinozyten (HaCaT) nach
UV-A Bestrahlung (15 Jcn?) und Einfluf? einer alleinigen Vorinkubation mit Mdatonin (2 h) bzw.
eéner zusdtzlichen Méatoninsupplementierung wahrend der UV-A  Exposition. * p< 0,05
bestrahlte Zellen im Vergleich zur bestrahlten Kontrolle, n = 17-18
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Abb. 48: Bestimmung des intrazelluldren Peroxidgehaltes humaner Keratinozyten (HaCaT) nach
UV-B Bestrahlung (100 mJcm?) und Einflu® einer Mdatoninvorinkubation (2 h). * p <0,05
bestrahlte Zellen im Vergleich zur bestrahlten Kontrolle; n = 16-18



Ergebnisse und Diskussion 79

Auch nach ener 2stindigen Vorinkubation der Zelen mit unterschiedlichen Médatonin-
konzentrationen konnte ein starker Anstieg der Fluoreszenz nach UV-B Bestrahlung gemessen
werden, der bei 100 uM und 1000 uM deutlich Gber dem Wert der bestrahiten Kontrolle lag
(Abb. 48).

4.4.4 N-Acetylserotonin

Im Ergebnis des Einsatzes von N-Acetylserotonin zeigten sich vom Meatonin abweichende
Effekte. Nach N-Acetylserotoninvorinkubation (2h; 100 uM  und 1000 uM) und UV-B-
Bestrahlung (Abb. 49) konnte wie bel Rutin und Ka&mpferol eine Abnahme der Fluoreszenz-
intensitaten verzeichnet werden.
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Abb. 49: Bestimmung des intrazelluldren Peroxidgehaltes humaner Keratinozyten (HaCaT) nach
UV-B Bestrahlung (100 mJcn?) und Einflu ener N-Acetylserotoninvorinkubation (2 h).
* p < 0,05 bestrahite Zellen im Vergleich zur bestrahlten Kontrolle;, n =12

Ahnliche Protektionen vor einem UV-bedingten Anstieg intrazdluldrer peroxidischer Ver-
bindungen waren auch nach UV-A Bestrahlung (15 Jcm?) sichtbar. In der Abbildung 50 sind die
Resultate einer Vorinkubation mit N-Acetylserotonin (2 h) bzw. ener zusétzlichen Inkubation
wahrend der UV-A Exposition dargestellt. Eine alleinige Vorbehandlung der Zelen mit 100 uM
und 1000 uM N-Acetylserotonin zeigte einen starken Rickgang des Peroxidgehaltes in den
Keratinozyten. Die Effektivitdt konnte durch ene gleichzeitige Supplementierung und UV-A
Bestrahlung gesteigert werden. Hierbei erwiesen sich auch Konzentrationen von 1 uM und 10 pM
als stark wirksam.
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Abb. 50: Bestimmung des intrazelluldren Peroxidgehaltes humaner Keratinozyten (HaCaT) nach
UV-A Bestrahlung (15 Jcn®) und Einflul einer alleinigen Vorinkubation mit N-Acetylserotonin
(2 h) bzw. einer zusétzlichen N-Acetylserotoninsupplementierung wahrend der UV-A Exposition.
* p < 0,05 bestrahite Zelen im Vergleich zur bestrahlten Kontrolle; n=11-12

4.4.5 Diskussion

Grundsétzlich kdnnen verschiedene Methoden genutzt werden, um die intrazelluldre Generierung
reaktiver Sauerstoffspezies bzw. peroxidischer und oxidierender Verbindungen zu messen. Neben
dem Einsatz von 2°, 7’-Dichlorofluorescein kann die Detektion intrazellulérer reaktiver Spezies
unter Anwendung des DHR-Testes erfolgen. Hierbe handdt es sich um ene sensitive und
elablierte Methode, die bespidsweise zur flowzytometrischen Messung der intrazeluléren
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies in neutrophilen Granulozyten (Rothe et al., 1988) und
Phagozyten (Rothe et al., 1991) herangezogen wird. Daneben wurde die Gebrauchlichkeit und der
Vortell dieses methodischen Ansatzes in der Bestimmung der intrazelluldren Generierung von
Peroxiden nach UV-Bestrahlung in epidermalen Keratinozyten von Sakurada et al., 1992 und in
Arbeiten von Takano et al., 1995 beschrieben.

Aus den Ergebnissen der Untersuchungen 183t sich ableiten, daf’3 besonders nach einer UV-A
Bestrahlung humaner Keratinozyten (HaCaT) die Bildung reaktiver intrazdlulérer Peroxide im
Vordergrund steht. Die verwendeten Substanzen Rutin, Kdmpferol und N-Acetylserotonin zeigten
dosisabhéngige Protektionen vor einem UV-bedingten Anstieg des Peroxidgehaltes.

Gegensétzliche Resultate lieferte der Einsatz von Mdatonin. Es konnten keine Schutzeffekte
nachgewiesen werden. Stattdessen verursachte Medatonin einen zusdtzlichen Anstieg der
Rhodaminfluoreszenz. Dies war besonders stark ausgepragt bei gleichzeitiger Supplementierung
wahrend des UV-A Bestrahlungsvorganges. Die erhaltenen Ergebnisse legen daher die Vermutung
nahe, dal3 Mdatonin Uber gewisse prooxidative Eigenschaften unter den durchgefihrten Versuchs-
bedingungen verfgt.
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4.5 Untersuchungen zur Photostabilitat der Indolderivate M elatonn und
N-Acetylserotonin

4.5.1 Einfluld einer UV-Bestrahlung auf die Absor ptionsspektren

Zur Kléarung und Uberprifung der Photostabilitdt von N-Acetylserotonin und Meatonin wurden
die Absorptionsspektren vor und nach UV-Exposition vergleichend betrachtet (Abb. 51 und 52).
Bereits nach visudler Begutachtung einer bestrahlten (UV-A und UV-B) 1 mM N-Acetyl-
serotoninlésung konnte eine schwache Farbverénderung (Violettfarbung) wahrgenommen werden
und gab erste Hinweise auf eine Photoinstabilitdt mit der Bildung von Photoabbauprodukten nach
UV-Bestrahlung. Mdatonin und N-Acetylserotonin zeigten starke UV Absorptionen im UV-B
Bereich (280 — 320 nm). Dagegen konnten nur geringe Absorptionen an der Grenze zwischen dem
UV-B und UV-A (320 —400 nm) Wédlenldngenbereich festgestellt werden. Eine Bestrahlung der
N-Acetylserotonin- bzw. Medatoninldsung (je 0,1 mM in 0,2 Vol.-% Ethanol in PBS pH 7,4) mit
UV-B (100 mJcn?) oder UV-A (12 Jcn?) l6ste eine bathochrome Verschiebung aus verbunden
mit einer deutlichen Abnahme der Absorptionswerte im UV-B und einer gleichzeitigen Zunahme
der Extinktionswerte im UV-A Waedlenldngenbereich. Zusétzlich zu dieser bathochromen
Verschiebung des Spektrums in den langerweligen UV-A Spektralbereich konnte beim N-Acetyl-
serotonin ene deutliche Zunahme der Extinktionen im sichtbaren Welenlangenbereich (max. um
550 nm) beobachtet werden.
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Abb. 51:  Absorptionsspekiren einer 0,1 mM wassrig-ethanolischen  N-Acetylserotoninlsung
(0,2 Val.% Ethanal in PBS pH 7,4). Die Spektren wurden im ultravioletten und sichtbaren Wdlen-
l&ngenbereich vor und nach Bestrahlung mit UV-B (100 mJ/cn?) bzw. UV-A (12 Jc?) aufge-
nommen.
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Abb. 52: Absorptionsspektren ener 0,1 mM wal¥rig-ethanolischen Mdatoninlosung (0,2 Vol.%
Ethanol in PBS pH 7,4). Die Spektren wurden im ultravioletten und sichtbaren Wellen-
l&ngenbereich vor und nach Bestrahlung mit UV-B (100 mJ/cn?) bzw. UV-A (12 Jc?) aufg-
enommen.

4.5.2 Dunnschichtchromatographischer Nachweis der Photoabbauprodukte

Die Dunnschichtchromatographie wurde zum weiteren schnellen und qualitativen Nachwes der
nach UV-A Bestrahlung (15 Jcm?) gebildeten Photoabbauprodukte herangezogen (vgl. Kap. 3.11).
In der Abbildung 53 ist eine solche dinnschichtchromatographische Auftrennung der einzelnen
Metaboliten aufgrund ihres unterschiedlichen Laufverhaltens in Methanol/n-Butanol (60 + 40) im
Vergleich zur entsprechenden unbestrahlten Substanz dargestdlit.

Nach UV-A Exposition der verschiedenen Indolderivate konnten deutlich erkennbar 2 Photo-
abbauprodukte von N-Acetylserotonin (Bahn 2) und die Bildung von 1 Photoabbauprodukt aus
Méatonin (Bahn 4) detektiert werden. Bei Betrachtung der DC-Platte bei 366 nm zeigte das aus
Méeatonin entstandene Abbauprodukt eine blaue Fluoreszenz.
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Abb. 53: Dinnschichtchromatographische Trennung der aus Mdatonin und N-Acetylserotonin ent-
standenen Photoabbauprodukte nach UV-A Bestrahlung (15 Jcrg).

1 = N-Acetylserotonin unbestrahlt, 3 = Mdatonin unbestrahlt
2 = N-Acetylseratonin bestrahit (15 Jcm?) 4 = Mdatonin bestrahlt (15 Jcn?)
4.5.3 Diskussion

Vorhergehende Untersuchungen zur UV-protektiven Kapazitdt von Meatonin und N-Acetyl-
serotonin an humanen Keratinozyten zeigten nur eindeutige Schutzeffekte bei  gleichzeitiger
Substanzapplikation wahrend der UV-B Exposition (Kap. 4.3.2 und 4.3.3). Die Begrindung
derartiger gefundener Schutzeffekte liegt in den UV-B absorbierenden Eigenschaften beider
Molekile (Abb. 51 und 52). Aufgrund dieses Befundes der Filterwirkung im UV-B Wellenldngen-
bereich kdnnte eine topische Anwendung von Meatonin angestrebt werden.

Daneben ist aber bekannt, dal} bestimmte Substanzen, die auch in kommerzidl erhdltlichen
Sonnenschutzmitteln einen Einsatz finden, im Laufe einer UV-Bestrahlung nicht photostabil sind
und verschiedene Photoabbauprodukte bilden konnen. Dies fuhrt im Ergebnis zu veranderten
Absorptions- und Schutzspektren und bedingt ein eventuelles irritatives oder allergisches Potential
derartiger Zubereitungen (Tarras-Wahlberg et al., 1999).

In ihrer Gesamtheit sprechen die Ergebnisse der Dinnschichtchromatographie, und der Aufnahme
der Absorptionsspektren vor und nach UV-Exposition, auf eine ausgepréagte Photoinstabilitét von
N-Acetylserotonin und Meatonin hin. Eine genauere und weiterfihrende Strukturaufkldrung der
entstandenen Photoabbauprodukte sollte nicht Gegenstand dieser Arbeit sein.
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4.6 Einflufd von M elatonin und N-Acetylserotonin auf die UVA-induzierte
Linolsaureperoxidentstehung

Unter Verwendung eines zdlfreien Testsystems wurde die Fahigkeit von Mdatonin und N-Acetyl-
serotonin bestimmt, eine dosisabhéngige UV-A induzierte Lipidperoxidation zu inhibieren. Die
Effektivitdt beider Substanzen in diesem Geschehen sollte dabei miteinander verglichen werden.
Als Substrat fir derartige peroxidative Prozesse erfolgte der Einsatz von Linolsdure. Diese
zweifach ungeséttigte Fettsdure kommt als freie Fettsdurekomponente im Stratum corneum vor
bzw. als Bestandteil des Ceramid 1 (Schneider und Wohlrab, 1997) und findet sich zu einem
geringen Antell in der Lipidfraktion humaner Keratinozyten (Schirer et al., 1993).

Mit Hilfe der Kapillarzonendektrophorese wurde ein nach der UV-A Bestrahlung entstandenes
Linolsdureperoxid be 234 nm anhand der konjugierten Doppebindungen im Molekil detektiert
und Uber die entsprechenden Elektropherogramme quantifiziert. In den Abbildungen 54, 55 und 56
sind beispidhaft derartige Elektropherogramme aufgezeigt. Mit dieser Methode wurde ebenfalls
die Bildung eines Photoabbauproduktes von N-Acetylserotonin in Abhangigkeit von der UV-A
Bestrahlungdosis (7,5 und 15 Jcn?) nachgewiesen (Abb. 54). Das aus der bestrahlten 1 mM
N-Acetylserotoninldsung entstandene Photoprodukt konnte im Elektropherogramm (Abb. 55) vor
dem zu detektierenden Linolsdureperoxidpeak simultan bestimmt werden. Dagegen zeigte sich
unter den verwendeten Nachweisbedingungen im aufgezeichneten Elektropherogramm einer UV-A
bestrahlten Mdatonin- und Linolsdureésung neben einem Medatonin- und Linolsaureperoxidpeak
kein entstandenes Photoabbauprodukt (Abb. 56).
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Abb. 54: Elektropherogramme einer 1 mM N-Acetylserotoninlésung nach unterschiedlichen UV-A
Bestrahlungsdosen (1: 0 Jcr?;, 2: 7,5 Je?; 3: 15 JemR). Grundeektrolytpuffer: 10 mM Natrium-
borat pH=9, Spannung: 25 kV, Quarzkapillare i.d.=45 cm, UV-Detektion (234 nm),
hydrostatische Injektion, Temperatur: konstant
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Abb. 55: Elektropherogramme UV-A (15 JcmP) bestrahlter Linolsduredsung (1) bzw. Linolséure
mit verschiedenen Konzentrationen an N-Acetylserotonin (2: 1 mM; 3: 0,1 mM; 4: 0,01 mM; 5:
0,001 mM). Die Konzentration der Linolsure betrug bei alen Versuchen 1 mM. Die einzelnen
Elektropherogramme wurden fiir eine bessere Ubersichtlichkeit gegeneinander verschoben.
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Abb. 56: Elektropherogramme UV-A (15 Jcm?) bestrahlter Linolsdurdésung (5) bzw. Linolsdure
mit  verschiedenen  Konzentrationen  (1: 1 mM; 2: 0,1 mM; 3: 0,01 mM; 4: 0,001 mM) an
Médatonin. Die Konzentration der Linolsure betrug bei alen Versuchen 1 mM. Die enzelnen
Elektropherogramme wurden fiir eine bessere Ubersichtlichkeit gegeneinander verschoben.
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Abb. 57: EinfluB von Médatonin auf die UV-A (7,5Jcm?; 15 Jcn?) induzierte Linolsdure-
peroxidentstehung. Als 100%-Kontrolle diente eéne 1 mM Linolsdurddsung ohne Méeatonin.
(n=3) Methode: Kapillarzonene ektrophorese

Die Abbildungen 57 und 58 zeigen den Einfluld von verschiedenen Konzentrationen an Meatonin
bzw. N-Acetylserotonin  auf die UV-A induzierte Linolséureperoxidation. Eine 1mM
Linolsdurelésung ohne das entsprechende Indolderivat diente als 100 %-Kontrolle. Im Ergebnis
dieser Untersuchungen lief? sich eine wesentlich geringere Wirksamkeit von Meatonin gegeniiber
ene UV-A vermitteten Peroxidation der eingesetzten Linolsdure im Gegensatz zu N-Acetyl-
serotonin demonstrieren.

N-Acetylserotonin  zeigte eine um zwe Zehnerpotenzen hohere Effektivitdt als Meatonin
(Abb. 58). Wahrend be Verwendung ener 1 mM N-Acetylserotoninlésung und gleichzeitiger
UV-A Bestrahlung mit 15 Jcn? die Linolsureperoxidation in diesem in vitro Moddlsystem um
90% gesenkt werden konnte, lag die Hemmung dieses Prozesses nach Anwendung von 1 mM
Méatonin nur bei 50%.

Im Unterschied zu Méeatonin waren die verwendeten N-Acetylserotoninkonzentrationen von
10 UM und 100 uM wirksam. Zwischen den erhaltenen Resultaten bel Bestrahlung der einzelnen
Proben mit 7,5 Jcn? und 15 Jcm? UV-A gab esim Ausmal? keine wesentlichen Unterschiede.
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Abb. 58: Einflu von N-Acetylserotonin auf die UV-A (7,5 Jcng; 15 Jcm?) induzierte Linolsdure-
peroxidentstehung. Als 100 %-Kontrolle diente eine 1 mM Linolsduredsung ohne Méeatonin.
(n=3) Methode: Kapillarzonene ektrophorese

4.6.1 Diskussion

Das primédre Zie der durchgefiihrten Untersuchungen zur Moglichkeit der Inhibierung einer UV-A
vermittelten Lipidperoxidation unter Einflufd von Médatonin und N-Acetylserotonin bestand in der
Gegenilberstelung der Effektivitét und des Schutzpotentials beider Indolderivate.

Bereits Arbeiten von Mechiorri et al., 1996 beegen die in vitro Wirksamkeit von Mdatonin in der
Verminderung einer Lipidperoxidation in Rattenhirnhomogenaten. Daneben zeigten Chen et al.,
1995 ebenfalls ene inhibierende Wirkung von Médatonin auf ene Eisensulfat bedingte
Lipidperoxidation von Gewebehomogenaten der Retina von Albinoratten in vitro. Als Index fir die
durch unterschiedliche Methoden ausgelfsten peroxidativen Prozesse an den Membranlipiden
wurden in beiden Arbeiten die Konzentrationen der gebildeten sekundéaren Produkte Malonaldehyd
und 4-Hydroxyalkenal herangezogen. Auffallend ist dabei, daf? ein ausreichender Schutz nur durch
Einsatz von Meatoninkonzentrationen im millimolaren Bereich erreicht werden konnte.

Fir unsere Untersuchungen nutzten wir kein komplexes Keratinozytenmoddl, sondern
verwendeten ein zdlfreies Testsystem. Als physiologisch rdevante Lipidkomponente diente die
zweifach ungeséttigte Linolsdure. Diese wurde mit und ohne Indolderivatsupplementierung
verschiedenen UV-A Dosen (7,5 Jom? und 15 Jcme) ausgesetzt. Im weiteren Verlauf erfolgte die
kapillarzonend ektrophoretische Quantifizierung der gebildeten Linolsaureperoxide. Im Ergebnis
dieser Untersuchungen konnte nur eine geringe Wirksamkeit von Meatonin gegen eine UV-A
bedingte Linolsiureperoxidation festgestellt werden. Eine stdrkere Hemmung dieses Prozesses war
durch Einsatz von 1 mM Méeatonin zu erreichen.
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Im Gegensatz dazu erwies sich N-Acetylserotonin, als direkte Vorstufe des Mdatonins, als
wesentlich effektiver in der Eigenschaft, ene peroxidische Verdnderung der Linolsdure zu
verringern. Neben ener N-Acetylserotoninkonzentration von 1 mM zeigten auch 100 uM und
10 uM eine detektierbare dosisabhéngige Schutzwirkung.

Die schwache bathochrome Verschiebung der Absorptionsspektren in den langerwelligen
Spektralbereich und die Bildung verschiedener Photoprodukte nach UV-Bestrahlung der 1 mM
Losungen dirfte keine grole Reevanz fur derartige ausgepragte schiitzenden Effekte besitzen
(Kap. 4.5).

Abuja et al., 1997 verweisen in ihren Ausfihrungen ebenfalls auf die nur schwachen erreichbaren
Protektionen gegen eine oxidative Schadigung von menschlichem LDL nach Anwendung von
Méatonin im Vergleich zu a-Tocopherol. Die Konzentrationen an Médatonin, die fur ene
Inhibierung der Lipidperoxidation in diesen Untersuchungen benétigt wurden, lagen nicht im
menschlichen  Plasmakonzentrationsbereich. Deswegen konnte ene direkte physiologische
Reevanz von Mdatonin als wirksames Antioxidanz gegen ene Lipidperoxidation in diesem
System nicht beflirwortet werden. Daneben stellten Dudll et al., 1998 ebenso fest, dald nur extreme,
supraphysiologische Konzentrationen an Mdatonin eine schwache antioxidative Wirksamkeit in
der Inhibierung einer Metallionen-vermittelten Oxidation von LDL bedingen.

Im Gegensatz dazu Ubertraf der Einsatz von a-Tocopherol, Ascorbinsdure und Tryptophan die
Effektivitdt von Mdatonin um ein Vidfaches. Untersuchungen von Wdlfler et al., 1999 belegen
auf3erdem, dal3 N-Acetylserotonin ein besseres extra- und intrazeluléres Antioxidanz im Vergleich
zu Mdatonin darstdlt. Fur diese Unterschiede zwischen den beiden strukturverwandten Indol-
derivaten wird das Vorhandensein einer freien, phenolischen OH-Gruppe im N-Acetylserotonin-
molekul diskutiert (Abb. 3).
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4.7 Untersuchungen zur Penetration in humane Haut ex vivo

Als in vitro-Moddlsystem zur Durchfiihrung der einzelnen Penetrationsuntersuchungen und zur
Ermittlung des dermalen Wirkstofftransportes der verschiedenen Substanzen wurde als Ein-
kammersystem die Diffusionszdle nach FRANZ ausgewdhlt. Die Gebrauchlichkeit dieser
Versuchsanordnung wird dabel durch korrelierende Ergebnisse zwischen in vitro-Befunden von
Franz (1975) und in vivo-Daten von Feldmann et al. (1970) unterstitzt. In Abb. 59 ist schematisch
der Aufbau einer derartigen Diffusionszele dargestdit. Sie bestent im Wesentlichen aus einer
doppewandigen, temperierbaren Glaskammer (32°C, Hautoberflachentemperatur) mit der darin
enthaltenen, kontinuierlich gerdhrten Akzeptorflissigkeit. Nach oben hin wird die FRANZ' sche
Diffusionszelle durch eine Textilgaze begrenzt, auf der das vorbereitete Hautsheet (3,14 cn?) so
angeordnet wird, daf3 die dermale Seite in Kontakt zum Akzeptormedium treten kann. Diese
Anordnung wird durch einen Glasring und eine Metallklammer auf der Apparatur fixiert, und eine
Glashedeckung dient der Gewahrleistung mdglichst gleichbleibender Hydratationsbedingungen im
gesamten Versuchszeitraum.

Das priméare Zid der mit dieser Methode durchgefiihrten Untersuchungen bestand darin, das
Penetrationsvermégen und -verhalten der verschiedenen potentiell antioxidativen Verbindungen in
die humane Haut ex vivo nach definierter Applikationsdauer aus zwei einfachen dermatol ogischen
Standardvehiked zu charakterisieren. Es sollten penetrationskinetische Daten und Konzentrations-
Zet-Profile ermittelt und Aussagen zur Vertellung bzw. Anreicherung in den enzenen
Hautschichten getroffen werden, um ene Korrdation zu den Zdlkulturergebnissen herstellen zu
konnen.

Fur alle Penetrationen kamen als halbfeste Zubereitungen die Wasserhaltige Hydrophile Salbe
DAB (Ol-in-Wasser-Emulsion) und die Wasserhaltige Wollwachsalkoholsalbe DAB (Wasser-in-
Ol-Emulsion) als Wirkstofftrager zum Einsatz. Die Ermittlung der einzelnen Penetrationsdaten
geschah unter Nutzung von exzidierter Mammahaut. Der Vortell des verwendeten Hautmaterials ist
dabel in der besseren Reproduzierbarkeit und geringeren experimentel bedingten Variation
aufgrund &hnlicher anatomischer und physiologischer Gegebenheiten zu suchen.

Als Hautschichttiefen wurden fur das Stratum corneum 20 pum, die Epidermis 80 um und fur die
Dermis 1280 pm angenommen. Die erhaltenen mittleren Epidermisbreiten, der fir die einzelnen
durchgefiihrten Penetrations-Versuchskomplexe verwendeten Mammahautpréparate, sind in der
Tab. 10 dargestelt.

Tab. 10: Mittlere Epidermisbreiten der verwendeten Mammahautpraparate in um (n=15; MW+SD)

Versuchskomplex Epidermisbreite + SD [um]
Haut A Haut B Haut C
Flavonoidgemische 64,91 + 6,41 79,86 + 12,09 78,38 £ 26,68
Rutin 64,91 + 6,41 79,86 + 12,09 78,38 £ 26,68
3H-Meéatonin 70,95 + 27,59 69,68 + 18,72 85,33 + 48,36
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Abb. 59: Schematischer Aufbau der Diffusionszelle nach FRANZ (1975)

4.7.1 Penetration der Flavonoide
4.7.1.1 Flavonolaglyka

Die penerierten Wirkstoffmengen an Quercetin, Kampferol und Isorhamnetin (je 1%-ig im
Gemisch) aus einer W/O- bzw. O/W- Emulsion in die verschiedenen Hautschichten nach einer
Applikationdauer von 30 min und 300 min sind in den Abbildungen 60 und 61 ersichtlich.

Bei Verwendung beider Vehikelsysteme wurden im Stratum corneum sehr hohe Konzentrationen
im millimolaren Bereich gefunden. In der lebenden Epidermis konnten ebenfalls hohe
Wirkstoffmengen quantifiziert werden. Dabei zeigten sich insgesamt hohere Konzentrationswerte
der einzenen Flavonolaglyka in der Epidermis nach Applikation des O/W-Standardvehikds
(Abb. 61). Vergleicht man das Penetrationsverhalten der einzelnen aglykosidischen Verbindungen
so fallt auf, dal3 sich eine gréflRere Menge des lipophileren Isorhametins im Gegensatz zu Quercetin
und Kémpferal nach Auftrag der W/O-Emulsion in der Epidermis nach 30 min nachweisen lief3
(Abb. 60).

Dagegen konnten nach Applikation des O/W-Standardvehikels hohere epidermale Konzentrationen
an Quercetin und Kémpferol im Vergleich zum Isorhamnetin nach 30 min und 300 min erreicht
werden, wéahrend sich die gefundenen Konzentrationen der einzenen Flavonole im Stratum
corneum bis auf Kampferol nach 300 min nicht signifikant voneinander unterschieden.

Insgesamt lagen die in der Epidermis erreichten Wirkstoffmengen Uber dem verwendeten
Konzentrationsbereich  im in vitro Zdlkulturmoddl. Im dermalen Gewebe waren die
nachgewiesenen Konzentrationen bel Verwendung beider Vehike systeme sehr niedrig.
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Abb. 60: Penetration der Flavonolaglyka Quercetin, Kémpferol und Isorhamnetin (je 1%-ig im
Gemisch) in die enzelnen Hautschichten (SC: n=3; EP: n=3;D: n=23) aus der Wasserhaltigen

Wollwachsalkoholsalbe (W/O) nach 30 und 300 min.
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Abb. 61: Penetration der Flavonolaglyka Quercetin, Kémpferol und Isorhamnetin (je 1%-ig im
Gemisch) in die einzelnen Hautschichten (SC: n=3; EP: n=3; D: n= 3) aus der Wasserhaltigen

Hydrophilen Salbe (O/W) nach 30 und 300 min.
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4.7.1.2 Rutin

Aus der Abbildung 62 lassen sich die verschiedenen Rutinkonzentrationen im Stratum corneum, in
der Epidermis und in der Dermis nach topischer Applikation der O/W- und W/O-Standardvehike
entnehmen. Im Stratum corneum konnten erwartungsgemald hohe Konzentrationen an Rutin
bestimmt werden. Daneben wurden in der Epidermis der humanen Haut bei Verwendung beider
Vekikdsysteme nach 30 min und 300 min Einwirkzeit Rutinmengen gefunden, die sich im
mikromolaren Konzentrationsbereich der Zdlkulturversuche bewegen. Eine Penetration von Rutin
in die dermalen Schichten liefd sich nur in eéinem geringen Ausmal3 nachweisen.

10
1 [ ow30min
54 I O/W 300 min
] ] w/iO30min

[ W/O 300 min

\!
AN}
A\
AN}

Rutinkonzentration [mM]

Abb. 62: Penetration von Rutin aus einer O/W- bzw. W/O-Standardemulsion in humane Haut ex
vivo. (1%-ige Rutinkonzentration im Vehikd) (SC: n=3; EP. n=3; D: n=3).

4.7.2 Penetration von Melatonin

In der Abbildung 63 sind die penetrierten Wirkstoffkonzentrationen an Mdatonin fir beide
Vehikdsysteme im Kurz- und Langzeitbereich (30 und 300 min) in den einzelnen Hautschichten
zusammenfassend dargestellt. Bereits nach einer Applikationsdauer von 30 min zeigte sich eine
sehr starke Anreicherung von Médatonin im Stratum corneum, die besonders ausgepragt bei
Verwendung des O/W-Standardvehikels war. Das Ausmald der Wirkstoffpenetration in das Stratum
corneum konnte durch eine langere Expositionsdauer nicht signifikant gesteigert werden. Neben
den hohen Wirkstoffmengen im SC wurden auch in den epidermalen Schichten nach 30 min hohere
Konzentrationen an Médatonin quantifiziert, wobel diese mit den an der Zdlkultur getesteten
M ediumendkonzentrationen korrelierten. Hier zeigte sich ebenfalls eine stérkere Anreicherung des
Wirkstoffes nach Applikation des O/W-Standardvehikels. Eine Erhéhung der Applikationsdauer
auf 300 min zog nur eine schwache Erhdhung der epidermalen Konzentrationswerte nach sich. Im
dermalen Gewebe konnten nur noch extrem niedrige K onzentrationswerte nachgewiesen werden.
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Abb. 63: Penetration von Méeatonin aus einer O/W- bzw. W/O-Standardemulsion in humane Haut
ex vivo. (1%-ige Mdatoninkonzentration im Vehikd) (SC: n = 3; Epidermis; n = 9; Dermis. n = 9).
Die gestrichdte Linie markiert die hdchste eingesetzte Mdatoninkonzentration in den in-vitro
Zdlversuchen.

4.7.3 Diskussion

Zusétzlich zur Bewertung der in vitro Toxizitdt und zu den Untersuchungen des zytoprotektiven
Potentials der verschiedenen, in dieser Arbet verwendeten Antioxidantien am in vitro
Keratinozytenmodell sollte das Penetrationsverhalten von Mdatonin, Rutin und der Flavonolaglyka
in die humane Haut ex vivo aus einem O/W- und einem W/O-Standardvehikel beurteilt werden.
Neben einer Adsorption an der Hautoberflache schlossen bereits Merfort et al., 1994 aus dem
Ergebnis ener durchgefiihrten in vivo Studie auf ein ausreichendes Penetrationsvermogen
verschiedener Kamillenflavone (Apigenin, Luteolin und Apigenin 7-O-b-glucosid) in die tieferen
Hautschichten, was im Hinblick auf eine topische Anwendung als Antiphlogistika eine grof3e
Bedeutsamkeit erlangt.

In den vorliegenden Untersuchungen wurde die Penetration der Flavonolaglyka Quercetin,
Kéampferol und Isorhamnetin im Gemisch (je 1%-ig) simultan bestimmt. Frihere Arbeiten zeigten
dabe keine wachstumsinhibierenden Effekte einer Kombination der drei Flavonolaglyka (je 1 uM
und 2 uM) an der HaCaT-Zdlinie (Nickd, 1997). Nach ener lokalen Applikation (30 min und
300 min) lagen aber die gefundenen Konzentrationen in der Epidermis Uber dem vertréglichen
Konzentrationsbereich der Zdlkultur. Aus diesem Grund trugen die Versuche zur topischen
Anwendung und dem Penerationsverhalten der drei  aglykosidischen Verbindungen nur
ModelIcharakter.
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In den Versuchen zur Penetration von Rutin in die humane Haut aus der O/W- und W/O-Emulsion
konnten ausreichende penetrierte Wirkstoffmengen in der Epidermis nach 30 min und 300 min
Auftragdauer ermittelt werden, die sich im verwendeten Konzentrationsbereich an der Zdlkultur
bewegten. Hier zeigte Rutin in den in vitro Ze lversuchen eine hohe K eratinozytenvertraglichkeit.

Zur topischen Applikation und zum Penetrationsverhalten von Méeatonin an der humanen Haut
existieren bisher nur wenige Arbeten, die sich mit diesem Sachverhalt beschéftigt haben. Die
grofiten Bemihungen und Ansatzpunkte der Vergangenheit lagen in der Entwicklung
Transdermaler Therapeutischer Systeme (TTS), um eine geziete Beeinflussung der systemischen
Melatoninspiegel Uber eine transdermale Aufnahme zu erreichen (Bénes et al., 1997; Konsil et al.,
1995; Lee e a., 1994, Kandimalla e al., 1999). Be diesen Untersuchungen zur topischen
Anwendung wurde nicht die Vertellung in den einzelnen Hautschichten betrachtet, sondern der
Anstieg der Serummeatoninspieged gesunder Probanden gemessen oder die Konzentration des
Hauptmetaboliten 6-Sulfatoxymeatonin im Urin quantifiziert (Lee e al., 1994; Bangha et al.,
1997a). Im Ergebnis dieser Untersuchungen konnte gezeigt werden, dal3 Meatonin aus einem
Propylenglykol-haltigen TTS (40 %) bzw. ener 70 %-igen ethanolischen Losung leicht durch die
Haut in den Blutkreislauf aufgenommen wird (Permeation und Resorption). Dabe kommt dem
Stratum corneum eine gewisse Depotfunktion fir Meatonin zu. Aus diesem wird Médatonin
kontinuierlich in die systemische Zirkulation abgegeben. Diese These wird auch durch Arbeiten
von Bénés et al., 1997 unterstrichen.

Fir den topisch-préventiven Einsatz verschiedener Antioxidantien, wie z. B. Mdatonin und Rutin,
ist aber nicht die systemische Aufhahme von Bedeutung, sondern die Verflgbarkeit des
Wirkstoffes am Ort der Schadigung durch verschiedene exogene und endogene Noxen. Durch eine
Anreicherung der antioxidativ wirksamen Substanz in ausreichend hohen Konzentrationen im
Stratum corneum und vor alem in den lebenden Epidermisschichten sollen UV und oxidativ
bedingte Schaden an den inter- und intrazelluléren strukturgebenden Lipiden des Stratum corneums
und den verschiedenen Zdlpopulationen und -strukturen des epidermalen Gewebes verhindert bzw.
verringert werden.

Nach kutaner Mdatoninapplikation zeigte sich ebenfalls ein ausreichendes Penetrationsverhalten in
die humane Haut ex vivo schon nach 30 min Verwelldauer, wobei die Penetration aus der O/W-
Emulsion beginstigt war. Dabe kam es zu ener erwartungsgeméald starken Akkumulation von
Méatonin im Stratum corneum, die durch die lipophilen Eigenschaften des Molekils bedingt
wurde. Da nach 300 min Auftragsdauer keine wesentliche Erhthung der gefundenen Konzentration
im Stratum corneum erreicht werden konnte, ist in diesem Fall von einer Séttigung bereits nach
30 min auszugehen. Bekannterweise fungieren die oberen Lagen der Hornschicht (Stratum
corneum digunctum) als wirksames Reservoir fur lokal applizierte Arzneimittel, wohingegen in
den tieferen Lagen (Stratum corneum conjunctum) die Barrierefunktion Uberwiegt (Zesch e a.,
1973). Aus dem Stratum corneum kann der entsprechende Arznestoff zetabhéngig in
tieferliegende Hautschichten diffundieren und prolongiert freigesetzt werden. In den Iebenden
Epidermisschichten kann aufgrund einer hohen Stoffwechsdaktivitét die applizierte Substanz einer
Biotransformation durch abbauende Enzyme unterliegen (Metabolisierung). Lee et al., 1994 gehen
aber davon aus, dal3 Mdatonin in der menschlichen Haut weder metabolisch umgewandelt noch
zerstort wird.

Ein ausreichend hoher Anteil der aufgetragenen Meatonindosis erreichte die |ebende Epidermis, so
dai? der gefundene Konzentrationsbereich mit den eingesetzten Konzentrationen in den ZdIkultur-
experimenten durchaus verglichen werden kann. Eine Optimierung der galenischen Formulierung
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zur Modulation der Penetration mittels Zusatz von Enhancern war in diesem und im Fall von Rutin
nicht notig.

Insgesamt 1403t sich sagen, daf3 eine starke Akkumulation von Meatonin im SC bereits nach 30 min
erwinscht ist, da diese Substanz - wie auch Rutin - zusétzlich Gber UV-B Lichtfilterwirkungen
verfigt. Das Eindringen der UV-B Strahlung in tiefergelegene Schichten kann infolge dieser UV-B
Absorption verhindert und ein zusétzlicher Schutz erreicht werden. Eine systemische Aufnahme ist
flr diesen Wirkungsmechanismus aber nicht essentiell und sogar unerwiinscht.

Grundsétzlich sollte bei einer topischen Anwendung von UV-Protektiva und Lichtschutzsubstanzen
nur eine lokal begrenzte Anreicherung und Wirkung auf der Hautoberflédche und in den oberen
Epidermisschichten (SC) angestrebt werden. Eine Permegtion, d. h. en Durchdringen der Haut mit
ene anschliefenden systemischen Aufnahme (Resorption) ist als nicht sinnvoll anzusehen. Da
Sonnenschutzmittd in der Regel grof¥flachig aufgetragen werden, muf@ auch be niedrigen
Penetrationsraten mit einer hheren Belastung des Organismus gerechnet werden.
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5 Diskussion

Das Hauptzid der Untersuchungen dieser Arbeit lag in der Testung verschiedener antioxidativ
wirksamer Substanzen hinsichtlich ihrer in vitro Vertraglichkeit und der Fahigkeit zur
Zytoprotektion im keratinozytéren Zellmodel. In diessm Zusammenhang soll abschliel}end die
Mdoglichkeit eines topisch-praventiven Einsatzes der verwendeten Verbindungen diskutiert und
bewertet werden.

Die wichtigste Voraussetzung fir die unbedenkliche kutane Applikation ist das Fehlen enes
zdllschadigenden Potentials. Eine Zelschadigung wurde als Verminderung der DNA-Synthese-
leistung bzw. der Lebendzelanzahl im Vergleich zur Losungsmittekontrolle ausgedriickt.
Weiterhin erfolgte eine Betrachtung der Beeinflussung der Zelzyklusphasenverteilung und des
apoptotischen bzw. nekrotischen Zdltodes. Die genutzte Keratinozytenzellkultur erwies sich fir
die Untersuchungen als sinnvolles Moddl. Versuche an humanen Keratinozyten erlauben
Aussagen und Ruckschlisse auf die epidermale Vertraglichkeit und Wirksamkeit verschiedener
Wirkstoffe, da sie die Hauptzellpopulation in der Epidermis ausmachen. Ebenso besitzen sie als
Zidzdlen fur UV-bedingte Schadigungen eine grof3e Relevanz. Der ausgewdhlte Einsatz von
NHEK solltediein vivo Situation noch besser reflektieren.

Die eingesetzten Substanzen zeigten en unterschiedliches Verhalten an humanen Keratinozyten.
Im Falle der Flavonoide zeichnete sich Rutin im Gegensatz zu den Aglykosiden Quercetin und
Kampferol durch eine hohe Keratinozytenvertréglichkeit aus. Obwohl Quercetin die wichtigen
Strukturvoraussetzungen fir optimale Radikalféngereigenschaften besitzt (Kap. 2.5.2), wurde im
verwendeten in vitro System eine starke zytotoxische Reaktion an den Hautzellen ausgel6st. Somit
kam Quercetin fir weitergehende Versuche an den Keratinozyten nicht in Frage. Dagegen sprechen
die vorliegenden Befunde zum Médatonin und N-Acetylserotonin fir eine gute epidermale
Vertréglichkeit (Kap. 4.1.2 und 4.1.3).

Nach erfolgter Beurteilung der in vitro Toxizitét, sollte die Frage vordergriindig bearbeitet werden,
ob en ausreichender Schutz humaner Keratinozyten vor oxidativ bedingten Schéden durch Einsatz
von Rutin, Medatonin und N-Acetylserotonin erreicht werden kann. Die Schadigung der
Keratinozyten erfolgte durch unterschiedliche chemische und physikalische Noxen (Kap. 3.5).

Zur Verhinderung bzw. Verminderung UV-vermittelter zelluldrer Schaden des Hautorgans (Kurz-
und Langzeitwirkung) existieren verschiedene Versuchsansdize. Intensiv erforscht  wird
beispidsweise die Mdoglichkeit der topischen, liposomalen Applikation von DNA-Reparatur-
enzymen (z. B. T4 Endonuklease V), um UV-mediierte DNA-Schaden (Pyrimidindimerbildung) zu
beheben (Yarosh, 1997). Weiterhin sind die Bemihungen auf einen Einsatz unterschiedlicher
Antioxidantien und Radikalféanger zur Prévention sauerstoffabhéngiger Krankheitsbilder und der
Veringerung ener kutanen Manifestation aktinischer Schaden ausgerichtet. Wahrend bel
systemischer  Anwendung von Vitamin C bzw. Vitamin E kene photoprotektiven Effekte
beobachtet werden konnten (Werninghaus et al., 1994; Eberlein-Konig et al., 2000), scheint in
diesem Zusammenhang eine topische Anwendung en vidversprechendes Konzept zu sein
(Roshchupkin et al., 1979; Hadshiew et al., 1997; Lopez-Torres et al., 1998; Pdleet al., 1999).

Ein Einsatz der natiirlich vorkommenden Verbindung Rutin zeigte photoprotektive Effekte, die
vornehmlich auf den UV absorbierenden Eigenschaften beruhen (Kap. 4.3.1). Daneben konnte eine
UV-bedingte Generierung intrazellul&rer Peroxide durch eine Vorbehandlung mit dem Glykosid
verringert werden (Kap. 4.4.1). Weiterhin wurden humane K eratinozyten vor ener Fe**-induzierten
Zytotoxizitét effektiv geschiitzt (Kap. 4.3.1).
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Aufgrund dieser Befunde, der ausgezeichneten Keratinozytenvertraglichkeit (Kap. 4.1.1.3) und des
befriedigenden Penetrationsverhaltens (Kap. 4.7.1.2) ist Rutin als phenolisches Antioxidanz fir
eine topisch-praventive Applikation durchaus geeignet.

Im Gegensatz zu Rutin mul3 die topische Anwendbarkeit von Meéatonin kritischer bewertet
werden. Bis auf eine gleichzeitige Supplementierung der Zelen mit Mdatonin wahrend einer UV-
B Exposition konnte weder nach alleiniger Vorbehandlung (2h) noch be gleichzetiger
Applikation und UV-A Bestrahlung eine Zytoprotektion erreicht werden. Die beobachteten
dosisabhéngig photoprotektiven Effekte nach UV-B Bestrahlung konnen durch die starken UV
absorbierenden Eigenschaften erklart werden und stehen bel den beobachteten Effekten im
Vordergrund (Kap. 4.3.2).

Sall eine Substanz, die gewisse UV-Filtereigenschaften besitzt, topisch eingesetzt werden, muld sie
Uber eine ausreichende Photostabilitét wahrend des Bestrahlungsvorganges verfiigen. Dies ist nach
den vorliegenden Untersuchungen beim Méeatonin und N-Acetylserotonin nicht gegeben (Kap.
4.5). Es wurde sowohl eine bathochrome Verschiebung des Absorptionsspektrums als auch die
Entstehung verschiedener Photoabbauprodukte nachgewiesen. Derartige Photoinstabilitdten konnen
beispiesweise in einer topischen Formulierung zu Abbauprodukten fihren, deren Toxizitatsprofil
und Penetrationsverhalten unbekannt ist. Dies kann im unglnstigen Fall allergische Reaktionen mit
entsprechenden Hauteffloreszenzen hervorrufen.

Neben ener Uneffektivitdt von Mdatonin bel gleichzeitiger UV-A Bestrahlung zeichnete sich eine
zusétzlich gesteigerte Zytotoxizitét bel hohen Konzentrationen ab. Dies zeigte sich an den
Parametern DNA-Syntheserate und Lebendzellanzahl. Bei der hdchsten Konzentration (1 mM) und
gleichzeitiger UV-A Exposition konnte weiterhin die Ausldsung apoptotischer Prozesse (Annexin-
V/IPI, Apo2.7) nachgewiesen werden. Zusétzlich kam es ebenfalls zu Alterationen im Zdlzyklus
(Kap. 4.3.2), die mit einer Arretierung der Keratinozyten in der Go/G;-Phase und ener Abnahme
der Zdlen in der Synthesephase einhergingen. In ihrer Gesamtheit deuten die Ergebnisse auf eine
Phototoxizitét im in vitro Zelmodel hin. Einige wenige Hinweise auf en toxisches Potential in
vivo nach UV-Bestrahlung liegen vor.

In ihren Untersuchungen konnten Kim et al., 1999 in einem histopathologischen Test eine
schwache Degeneration der Keratinozyten (Meerschweinchen) in der Epidermis und ene
Vasodilatation in der Dermis nach UV-A Bestrahlung zeigen. Sie beschrieben ebenfalls eine UV-A
bedingte Verdnderung der molekularen Struktur von Médatonin (Photolyse) mit der Bildung
unidentifizierter Photoprodukte bei UV-A Bestrahlungsdosen, die mit unserem experimentellem
Design Ubereinstimmten (15 Jcnv).

Eine Erklérungsmoglichkeit der gesteigerten Toxizitét von Méeatonin be gleichzatiger UV-
Exposition kann aus der chemische Struktur des Molekills beantwortet werden. Die beiden
Indolderivate Mdatonin und N-Acetylserotonin leiten sich von Tryptophan ab. Diese biogene,
aromatische Aminoséure ist ein relevantes endogenes Chromophor in der Haut. Bei Absorption von
Lichtquanten wird ein energiereicher, angeregter Zustand erreicht. In der Folge kann die
Generierung eines Tryptophanradikalkations stattfinden und photochemische bzw. -oxidative
Reaktionen ausge6st werden (Kohen, 1995; Tedesco et al., 1997). Babu e al., 1992 beschrieben
die Produktion von Singulett-Sauerstoff und von Superoxidanionradikalen aus UV-B bestrahltem
Tryptophan. Sie rAumten ein, dai3 diese reaktiven Sauerstoff-Formen mit Membran-, Zytoplasma-
und DNA-schadigenden Effekten einhergehen kénnen.

Die Datenlage beziglich des antioxidativen Potentials von Meatonin ist widersprichlich. Wahrend
vidfach die effektiven Radikalfangereigenschaften und en starkes antioxidatives Potential
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beschrieben wurden (Tan et al., 1993; Pieri et al., 1994; Danidls et al., 1996), konnten in unserem
in vitro Moddl entgegen aler Erwartungen keine Zytoprotektionen nachgewiesen werden. Der
weiterhin beobachtete Anstieg der Rhodaminfluoreszenz (Kap. 4.4.3) nach UV-A Exposition weist
dabel auf en zusdtzliches oxidierendes Potential von Mdatonin bzw. seiner Photoabbauprodukte
hin.

Durch ene Inkubation der Zelen mit N-Acetylserotonin (2 h) konnte dagegen eine starke
Verminderung der intrazdlulér generierten oxidierenden Verbindungen eindrucksvoll demonstriert
werden.

Barsacchi et al., 1998 zeigten ebenfalls abweichend von den allgemeinen Erwartungen einen pro-
oxidativen Effekt von Méeatonin mit Cumenhydrodroperoxid und Wasserstoffperoxid anhand eines
zusétzlichen dosisabhangigen Vitamin E Verbrauchs. Dagegen entfaltete N-Acetylserotonin starke
antioxidative Effekte in diesem System. Aus ESR Studien unter Verwendung eines Galvinoxyl-
radikals (H-Abstraktor) leiteten sie ab, dal? N-Acetylserotonin als klassisches Antioxidans durch
H-Abgabe wirkt. Dagegen wird der prooxidative Effekt des Mdatonins auf Interaktionen des
gebildeten Radikalkations mit Vitamin E zurlckgefihrt. Beide Molekile differieren in der
Auswirkung auf e-Transportprozesse. Beim N-Acetylserotonin ist eine H-Abstraktion aufgrund der
chemischen Struktur, d. h. einer OH- und NH-Gruppe in ener konjugierten Position, beguinstigt.
Ein starkes antioxidatives Potential von N-Acetylserotonin im Gegensatz zu Mdatonin, welches
keine Effekte zeigte, wird ebenfalls in jungsten Untersuchungen von Wolfler e al., 1999
beschrieben.

In einem Lipidperoxidationsmodel konnten Abuja et al., 1997 nach Einsatz von Mdatonin &n
geringeres Schutzpotential im Verleich zu a-Tocopherol zeigen. Untersuchungen zur Bedn-
flussung der LDL Oxidation durch Mdatonin demonstrierten nur eine schwache Wirksamkeit bei
Anwendung von supraphysiologischen Konzentrationen (Dudl et al., 1998). Weiterhin wurden
ebenfalls nur limitierte direkte antioxidative Wirkungen des Meatonins von Marshall et al., 1996
beschrieben. Studien von Antunes et al., 1999 bewiesen, da3 Mdatonin nicht zu enem
Kettenabbruch flhrt, sondern bestenfalls als schwacher Verzogerer (Retarder) einer Lipid-
peroxidation dienen kann. Dies wurde darauf zuriickgefuhrt, dal?3 Meatonin-abgeeitete Radikale
nicht ausreichend stabilisiert sind und deshalb die Formierung derartiger Radikale ene
Kettenreaktion nicht unterbricht.

In den DHR-Versuchen konnte eindeutig ein Schutzpotential von Rutin, Kémpferol und N-Acetyl-
serotonin  nachgewiesen werden. Dagegen zeigten sich keine Zytoprotektionen in  den
verschiedensten Schadigungsmoddlen. Tyrrel (1995) wies bereits darauf hin, dal3 die Zugabe
antioxidativ wirksamer Vitamine den Schutz von Zdlkulturen gegen UV-B oder UV-A Strahlung
nicht erhtht. Das ist vor dem Hintergrund der Komplexizitét radikalbedingter zdluldrer Effekte
nicht verwunderlich. Frele Radikale besitzen eine extrem kurze HWZ (Tab.1) und hohe
Reaktivitét. Deshalb wirken sie nur auf kurze Distanzen und reagieren mit allen umliegenden
Zdlstrukturen. Ein vollsténdiger Schutz ist deswegen nicht zu erwarten. Wenn ein Radikalfanger
seine Wirksamkeit entfalten soll, muf3 er am Ort des Geschehens in ausreichender Konzentration
vorhanden sein. Das setzt eine ausreichende Vorinkubationszeit und Dosis voraus. Deshalb
erschien es wenig sinnvoll erst unmittelbar und alleinig nach der induzierten Schadigung durch UV
ein Antioxidanz zuzusetzen.

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen belegen eindeutig eine phototoxische Wirkung von
Méeatonin be gleichzeitiger UV-A Exposition. Ein angestrebter topischer Einsatz dieser
Verbindung (Bangha et al., 1996 und 1997a/b; Dreher et al., 1998 und 1999) muf3 aufgrund der
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vorliegenden Daten kontrovers diskutiert werden, ebenso wie das postulierte starke antioxidative
Potential in der Haut (Fischer und Elsner, 2001). Lokale sensibilisierende Effekte, besonders bei
ene gestorten Barrierefunktion der Epidermis, konnen nicht mit vollstdndiger Sicherheit
ausgeschlossen werden. Uber Langzeiteffekte in vivo lassen sich nur spekulative Aussagen treffen.
Daneben dokumentieren unsere Untersuchungen eindrucksvoll die Mdoglichkeit einer kutanen
Rutinapplikation gegen UV-vermittelten oxidativen Stref3.
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6 Zusammenfassung

Die Untersuchungen verschiedener Antioxidantien hinsichtlich ihres Einflusses auf die
Proliferation humaner Keratinozyten und des zytoprotektiven bzw. antioxidativen Potentials in
verschiedenen Testsystemen ergaben ein unterschiedliches Wirkprofil und —verhalten.

Von den verwendeten Flavonoiden zeigte nur Rutin eine hohe Keratinozytenvertréglichkeit.
Dagegen verursachten Quercetin und Kampferol eine starke Wachstumsinhibierung bel reativ
niedrigen Konzentrationen. Medatonin und N-Acetylserotonin zeigten nur in der hdchsten
eingesetzten Konzentration (1 mM) eine Proliferationsabnahme.

Die Charakterisierung des schadigenden Einflusses von Wasserstoffperoxid ergab neben ener
dosisabhéngigen Abnahme der DNA-Syntheserate und der Lebendzelanzahl starke Verénderungen
im Zdlzyklus (HaCaT und NHEK). Es konnte eine Akkumulation der Zdlen in der Go/G;-Phase
(Go/G1-Arrest) beobachtet werden. Daneben wurde die Auslésung apoptotischer Prozesse (Apo2.7)
nach enstindiger Wasserstoffperoxidexposition (100 pM, 200 uM) nach 24 h gezeigt.

Zur Uberpriifung des zytoprotektiven Potentials dienten unterschiedliche Schédigungsmodele
(UV-Bestrahlung, Wasserstoffperoxid, DHP und Ammoniumeisen-(I1)-sulfat). Gegen eine UV-
induzierte Zytotoxizitdt war der Einsatz von Rutin, Mdatonin und N-Acetylserotonin nur be
gleichzeitiger Anwendung wahrend des Bestrahlungsvorganges effektiv. Diese Effekte konnen
vordergrindig durch die UV-Filtereigenschaften des Molekils erklart werden. Eine Anwendung
von Meatonin bzw. N-Acetylserotonin zeigte nach simultaner UV-A Bestrahlung ene zuséizlich
gesteigerte Toxizitdt. Waeiterhin  konnte in diesem Fall en Anstieg apoptotischer bzw.
spatapoptotisch/nekrotischer Zdlen und ein Zdlzyklusarrest in Go/ G, nachgewiesen werden.

Eine Untersuchung der Photostabilitdt von Meéeatonin und N-Acetylserotonin  ergab eine
bathochrome Verschiebung des Absorptionsspektrums. Nach diinnschichtchromatographischer
Auftrennung konnten 2 Photoabbauprodukte des N-Acetylserotonins und 1 Abbauprodukt von
Meéatonin detektiert werden.

In der Verhinderung des UV-mediierten Anstieges intrazdluldrer Peroxide zeigten sich Rutin,
Kampferol und N-Acetylserotonin dosisabhangig als sehr wirksam. Dagegen verursachte en
Einsatz von Mdatonin enen zusdtzlichen Anstieg der Rhodaminfluoreszenz. Aus diesen
Ergebnissen kann auf prooxidative Eigenschaften des Meatonins geschlossen werden.

Die Gegenuiberstellung des Schutzpotentials von Meatonin und N-Acetylserotonin gegentiber ener
UV-A vermittdten Lipidperoxidation in vitro zeigte nur ene sehr geringe Wirksamket von
Meatonin im Gegensatz zu seiner biochemischen Vorstufe.

Untersuchungen zum Penetrationsverhalten aus zwel dermatologischen Standardvehikeln vom Typ
W/O und O/W sollten eine Verbindung zu den Zed lkulturergebnissen herstellen. Alle verwendeten
Substanzen zeigten ein gutes Penetrationsverhalten an exzidierter Humanhaut nach 30 und 300
min. Die gefundenen Konzentrationen liegen dabei im Konzentrationsbereich der Zdlkultur-
versuche.

Abschlief?end kann gesagt werden, dald ein topischer Einsatz von Meéatonin aufgrund der
Photoinstabilitét und der Phototoxizitét fragwirdig erscheint. Eine Anwendung von Rutin zeigte
dagegen photoprotektive Effekte (UV-Absorption). Es konnte weiterhin eine UV-bedingte
Generierung von intrazelul&ren Peroxiden nach Vorbehandlung und eine Fe*+-induzierte
Zytotoxizitét verringert werden. Aufgrund dieser Befunde scheint ein topischer Einsatz - im
Gegensatz zu Mdatonin - sinnvall zu sein.
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Schematischer Aufbau der Diffusionszelle nach FRANZ (1975)
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