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1 Einleitung

Ohne die UV-Strahlung der Sonne wire ein Leben auf der Erde nicht moglich. Die Sonne be-
stimmt mit ithrer Strahlung das Klima der Erde und liefert die notwendige Energie zur Photo-
synthese der Pflanzen [1]. Nur etwa 7 % der Strahlungsintensitét der Sonne erreicht die Erdober-
flache [2]. Die Ozonschicht absorbiert die energiereichere, kurzwellige UVC- und UVB-Strahlung.
UVC-Strahlung wird nahezu vollstandig absorbiert, wiahrend ein Teil der UVB-Strahlung die Erd-
oberfldche erreicht. Die energiedrmere, langwelligere UVA-Strahlung wird nur zu einem geringen
Anteil absorbiert und erreicht somit zu grof3en Teilen die Erdoberfléche.

Wiérme und Sonnenstrahlen steigern das Wohlbefinden der Menschen und sind fiir die korperei-
gene Vitamin D Produktion aus 7-Dehydrocholesterin nétig. Auch die Hautbraunung nach einem
Sonnenbad wird als angenehm empfunden [3].

Zum Schutz des Korpers vor UV-induzierten Zellschidden besitzt die Haut verschiedene Schutzme-
chanismen: die verstirkte Hautpigmentierung (Melaninsynthese) [2] und die Bildung einer Licht-
schwiele. Die Melaninsynthese in den Melanozyten wird durch UVB-Strahlung angeregt [4]. Ty-
rosin wird mit Hilfe des Enzyms Tyrosinase zunidchst zu Dihydroxyphenylalanin (Dopa) und dann
zu Dopachinon oxidiert [5]. Dopachinon kann unter Ringschluss zu 5,6-Indolchinon reagieren,
das durch Polymerisation Eumelanin bildet. Dopachinon kann aber auch mit Cystein unter Bil-
dung von Cysteinyl-Dopa reagieren, was zusammen mit 5,6-Indolchinon zu Phdomelanin polyme-
risiert [5]. Das Melanin in der Haut besteht normalerweise aus einem Gemisch beider Melanine,
das Verhiltnis ist genetisch definiert und bestimmt den Hauttyp [2]. Neben der Melaninsynthese
wird durch UVB-Licht auch die Basalschicht der Epidermis zur vermehrten Zellteilung angeregt,
woraus eine Verdickung der Epidermis, inbesondere der Hornschicht, resultiert (Lichtschwiele)
[4]. Neben diesen praventiven Schutzmechanismen besitzt die Haut auch verschiedene Reparatur-
systeme, die in Abschnitt 1.2.3 niher beschrieben sind. Insbesondere bei intensiven Sonnenbadern
reicht der Eigenschutz der Haut alleine oft nicht aus, es ist die Anwendung von topisch aufgetrage-
nen Sonnenschutzmitteln nétig. Bei kommerziell erhédltlichen Sonnenschutzmitteln unterscheidet
man grundsétzlich zwischen chemischen und physikalischen UV-Schutzmitteln. Wéhrend chemi-
sche UV-Filter die energiereiche UV-Strahlung des Sonnenlichts absorbieren, schwachen physika-
lische UV-Schutzmittel die Strahlung durch Reflexion ab [6]. Alle in Deutschland zugelassenen
UV-Filter in kosmetischen Mitteln sind in Anlage 7 der Kosmetik-Verordnung (zuletzt geéndert
am 21. Dezember 2012) aufgelistet. Je nach Absorptionsspektrum wird zwischen UVA-, UVB-

und Breitbandfiltern unterschieden. Die Wirksamkeit der Sonnenschutzmittel wird mit Hilfe des



2 Kapitel 1. Einleitung

Lichtschutzfaktors (LSF) angegeben. Der Lichtschutzfaktor ist der Quotient der minimalen Ery-
themdosis (MED) geschiitzter Haut und ungeschiitzter Haut [6].

LSF — MED (ungeschiitzte Haut)
~ MED (geschiitzte Haut)

Abbildung 1.1: Definition Lichtschutzfaktor (LSF)

Die Ermittlung dieser Lichtschutzfaktoren unterliegt in Europa der COLIPA-Norm aus 2006 (Co-
mité de Liaison des Associations Européennes de L’Industrie de la Parfumerie, des Produits Cos-
metiques et des Toilette). Die richtige Anwendung der Sonnenschutzmittel ist fiir den optimalen
Schutz der Haut sehr wichtig. Trotz des Hinweises ,,Sonnenschutzmittel groB3ziigig auftragen. Ge-
ringe Auftragsmengen reduzieren die Schutzleistung. (COLIPA Empfehlung Nr. 23, 2009) wird
die Sonnencreme von Verbrauchern meist zu diinn aufgetragen und es wird daher der angege-
bene Lichtschutzfaktor nicht erreicht [7]. Grund dafiir ist auch die bei der internationalen LSF-
Testmethode verwendeten Auftragsmengen der Sonnenschutzmittel. Die Auftragsmenge der Test-
substanzen betriigt hierbei 2,00 mg/cm?, das entspricht bei einer Kérperoberfliche von etwa 1,5 m?
bei einmaliger Verwendung, einer Auftragsmenge von 30 g Sonnenschutzmittel.

Ein weiterer Punkt ist, dass topisch aufgetragene Sonnenschutzmittel von Verbrauchern meist nicht
taglich verwendet werden, sondern oft nur bei willentlicher Exposition, z.B. im Urlaub. Die mittle-
re Jahresdosis an UV-Licht von Personen in Europa, die ihre Arbeit hauptséchlich Innen ausiiben,
betriigt 10 000 bis 20 000 J/m? [8]. Wihrend des Jahresurlaubs kann sich diese Dosis nochmal um
7800 J/m? erhéhen [9]. Der Anteil der mittleren Jahresdosis, die durch die tigliche UV-Belastung
hervorgerufen wird, ist somit erheblich.

Die Inzidenz maligner Hauttumore, hauptséichlich Basalzell- und Plattenepithelzellkarzinom, ist
mit 2 bis 3 Millionen neuen Fillen jedes Jahr sehr hoch. Melanome zdhlen zu den weniger haufi-
gen Hauttumoren, sind jedoch fiir mehr als 70 % aller durch Hautkrebs verursachten Todesfalle
verantwortlich [10, 11].

UV-Licht, insbesondere kurzwelligeres UVB-Licht ist ein Risikofaktor fiir die Entstehung von
Hautkrebs [12]. Es ist somit wichtig die Haut bestmoglich vor den schidigenden Eigenschaften
von UV-Licht zu schiitzen. Neben den topisch aufgetragenen Sonnenschutzmitteln ist ein endo-
gener Schutz durch photoprotektive Substanzen denkbar [13]. Unter endogenem Sonnenschutz
versteht man Sonnenschutz, der durch Substanzen hervorgerufen wird, die mit der Nahrung aufge-
nommen werden, v.a. Antioxidantien wie S-Carotin. In den letzten Jahren wurde verstérkt nach en-
dogenen Sonnenschutzmitteln gesucht. Humanstudien zeigen, dass bei einer Einnahme von 15 bis
30 mg/Tag [B-Carotin iiber mindestens 8 Wochen ein Schutzeffekt gegentiber der UV-induzierten
Erythembildung (Erythema solarae) erzielt wird [13]. Fiir Carotinoid-Gemische konnten dhnliche
Effekte erzielt werden [14]. Anhand einer Studie mit Tomatenmark konnte gezeigt werden, dass
endogener Sonnenschutz durch Erndhrung moglich ist, wenn geniigend carotinoidreiche Nahrung

aufgenommen wird [13, 15]. Ein endogener UV-Schutz kann jedoch nicht den Einsatz topischer
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Lichtschutzmittel bei langer UV-Exposition ersetzen. Bei Kombination von endogenem und topi-

schem Lichtschutz wurden aber synergistische Wirkungen nachgewiesen [13].

1.1 Der Aufbau der Haut

Die Haut ist die duBere Barriere zur Umwelt und mit 1,5 bis 2 m? das groBte Organ. Sie besteht
aus drei Schichten: der Epidermis (Oberhaut), der darunterliegenden Dermis (Lederhaut) und der
Subcutis (Fettgewebe).

Die duBerste Schicht ist die Epidermis, ein verhornendes Plattenepithel, welches zu etwa 90 % aus
Keratinozyten besteht. Keratinozyten werden in der Basalzellschicht gebildet und erfahren dann
kontinuierlich von der innersten bis zur dullersten Schicht einen Verhornungsprozess, wodurch
die Hornschicht als schiitzende Barriere gebildet wird. Die Epidermis hat auch sekretorische Auf-
gaben, sie produziert beispielsweise eine Vielzahl von Mediatoren der Entziindungsreaktion, wie
Zytokine oder Wachstumsfaktoren [16].

Die Dermis bildet das unter der Epidermis liegende Bindegewebe. Der dominierende Zelltyp der
Dermis sind die Fibroblasten. Die Dermis versorgt die Epidermis tiber die Lamina densa der Ba-
salmembran mit Nihrstoffen, da die Epidermis keine Gefal3e besitzt [17]. Die Subcutis besteht aus
lockerem Bindegewebe und Fettzellen und dient somit in erster Linie zur Warmeisolierung und

Polsterung gegeniiber mechanischen Einfliissen, aber auch als Wasser- und Néhrstoffspeicher.

Keratinozyten

Epidermis

— Fibro

Dermis

Subcutis

Abbildung 1.2: Aufbau der Haut
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Als duBere Begrenzung des Korpers zur Umwelt, bietet die Haut somit einen Schutz gegen Aus-
trocknung, Hitze- und Lichteinwirkung. Der groB3te Teil des auftreffenden Lichts wird von der Haut
reflektiert. Der restliche Teil wird absorbiert und kann unterschiedliche physikalische, chemische

und biochemische Reaktionen in der Haut hervorrufen.

1.2 UV-induzierte Zellschaden

UV-Licht ist ein wesentlicher Bestandteil des Sonnenspektrums. Das terrestrische Sonnenspek-
trum beginnt im UV-Bereich bei etwa 290 nm und geht weit in den IR-Bereich hinein. UVC-Licht
(100 bis 280 nm) wird zwar von der Sonne emittiert, erreicht aber aufgrund der Ozonschicht die
Erdoberflache nicht.

Bei tiberméBiger Exposition der Haut gegentiber UV-Licht kann es zu akuten sowie chronischen
Schéden kommen. Ein akuter Schaden ausgeldst durch UV-Exposition ist der Sonnenbrand (Ery-
thema solare), welcher hauptséachlich durch UVB-Licht verursacht wird. Chronische Schiaden ent-
stehen v.a. durch wiederholte UV-Einstrahlung und konnen zu vorzeitiger Hautalterung sowie zur
Entstehung von Hautkrebs fiihren. UberméBige und wiederholte UV-Bestrahlung erhoht das Risiko
der Entstehung aller Hautkrebsarten [11, 18].

1.2.1 Direkte DNA-Schaden

Sowohl UVA- als auch UVB-Licht kann die DNA schidigen. Wahrend UVB-Licht direkt durch
Absorption mit der DNA, respektive der DNA-Basen interagieren kann, sind die UVA-induzierten
Schidden meist Folge von Sekundérreaktionen. Cyclobutanpyrimidindimere (CPDs) zdhlen zu den
UV-induzierten DNA-Modifikationen, sie entstehen durch eine photochemische [2+2]-Cycloaddi-
tion zweier benachbarter Pyrimidin-Basen in der DNA (siehe Abbildung 1.3). Nach den Auswahl-
regeln von Woodward und Hoffmann fiir Cycloadditionen ist eine suprafaciale [2+2]-Cycloaddition
unter thermischen Bedingungen nicht symmetrieerlaubt. Eine antarafaciale Uberlappung ist zwar
symmetrieerlaubt, findet aber aus sterischen Griinden nur bei gro3en Ringen statt [19]. Unter pho-
tochemischen Bedingungen ist die suprafaciale [2+2]-Cycloaddition symmetrieerlaubt, da sich bei
einer photochemischen Reaktion nur einer der beiden Reaktionspartner im angeregten Zustand
befindet [19].

(e} (o}

o) (o]
V
HN NH HN NH
o T ~ T 0 o T T o

Abbildung 1.3: Bildung von Cyclobutanthymindimeren
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Fiir Thymidindimere ist aufgrund der cis/frans Stereochemie des Cyclobutanrings und der syn/anti
Regiochemie die Bildung verschiedener Isomere denkbar, wobei jedoch aufgrund sterischer Hin-

derung lediglich syn-Isomere in der DNA und Oligonucleotiden gebildet werden [20].

0 B o) ] (o}
UVB on
j\ | .o UVC HN . HN OH UVB
o
o T $ " o T NH o T = s \]/o /N N\{o
Y=o \ |
| /K \ N \ ™~ N\
N o \
| — - (6-4)Photoprodukt Dewar-Photoprodukt

Abbildung 1.4: Bildung von 6-4 Photoprodukten und Dewar-Photoprodukten

Neben CPDs werden auch 6-4 Photoprodukte aus zwei benachbarten Pyrimidin-Basen gebildet,
wobei die Cycloaddition im Falle von Thymindimeren aber tiber die C5-C6-Doppelbindung der
Thyminbase des 5°-Endes und die C4-Carbonylgruppeder Thyminbase des 3'-Endes im DNA-
Strang erfolgt (siehe Abbildung 1.4) [21, 20]. Unter UVB- und UVC-Bestrahlung stellen cis-syn
Cyclobutanthymindimere in der UV-exponierten Haut das Hauptprodukt (ca. 40 %) dar, wahrend
das 6-4 Photoprodukt (6-4 TT) nur in geringen Mengen (< 5 %) entsteht [22, 23]. Cyclobutandi-
mere von Thymin und Cytosin (TC-CPD (30 %), CT-CPD (10 %)) sind auch Hauptprodukte der
Photoreaktionen [23]. Das Dewar-Photoprodukt wurde in menschlichen Zellen nach Bestrahlung
mit physiologisch relevanten UVB-Dosen nicht nachgewiesen [22].

Neben Cyclobutanpyrimidindimeren entstehen auch geringe Mengen anderer Photoprodukte, wie

hydratisierte Cytosin- und Uracil-Derivate, Thymin-Adenin-Dimere und Adenin-Dimere [20].

[0} NH; o OH o o
CH3 N CH3 CHs
HN Ny HO HN Xy HN NH
Thymin-Cytosin CPD Thymin-Uracil CPD

Abbildung 1.5: Bildung von Thymin-Uracil-Cyclobutandimeren durch Desaminierung der
DNA-Base Cytosin in Thymin-Cytosin-Cyclobutandimeren

Die meisten UVB-induzierten Mutationen in menschlichen Zellen werden durch CPDs und nicht
durch 6-4 Photoprodukte hervorgerufen. 6-4 Photoprodukte werden viel effizienter repariert und
fiihren daher zu weniger Mutationen. Auflerdem werden wie bereits beschrieben auch mengenma-
Big mehr CPDs gebildet als 6-4 Photoprodukte. Innerhalb der CPDs stellen aber nicht die Cyclo-
butanthymindimere (TT-CPD), sondern Cytosin enthaltene CPDs die Ladsionen mit dem hdchsten
Mutagenitétspotential dar. Cytosin kann durch Desaminierung in Uracil umgewandelt werden, was
zu einer C-T Transition fiihrt [20].
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1.2.2 Indirekte DNA-Schaden

Eine Bestrahlung von Gewebe mit UVA-Licht fiihrt hauptsachlich zu oxidativen Schidden an der
DNA. Diese Schiden entstehen nicht direkt durch Interaktion von UVA-Licht mit der DNA, son-
dern vielmehr indirekt {iber Sensibilisatoren oder Sekundérreaktionen, welche die Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) induzieren. ROS sind reaktive Verbindungen, die Sauerstoff
enthalten (siehe Tabelle 1.6) [24].

Formel Bezeichnung Anmerkung

10, Singulett-Sauerstoff angeregter Zustand

RO Alkoxy-Radikal

ROO Peroxy-Radikal

05 Superoxid-Anion Radikal

HO Hydroxyl-Radikal

HOO Hydroperoxid-Radikal

ROOH Hydroperoxid nicht-radikalische Molekiile
H-50, Wasserstoffperoxid

Abbildung 1.6: Reaktive Sauerstoffverbindungen (ROS)

Endogen werden in der mitochondrialen Elektronentransportkette (Atmungskette) sowie durch die
Enzyme NAD(P)H Oxidase und Xanthin Oxidase, Superoxidanionen (O; ) chemisch durch Re-
duktion von Sauerstoff gebildet (siche Abbildung 1.7) [25]. Superoxidanionen werden durch die
Superoxiddismutase (SOD) in Wasserstoffperoxid und Sauerstoft umgewandelt. Wasserstoffper-
oxid wird dann entweder durch Enzyme (Katalase (K), Glutathionperoxidase (GPX)) weiter zu
Wasser und Sauerstoff umgesetzt oder in Anwesenheit von Fe?t oder anderen Ubergangsmetal-
lionen in der Fenton-Reaktion zu Hydroxylradikalen umgewandelt. Hydroxylradikale sind sehr
reaktiv und konnen sofort mit DNA, Proteinen und Lipiden reagieren [26].

NAPDH-Oxidase
—_—

20, + NADPH 205 + NADP* + H*

20, +2H" 22 11,0, + 0,

2H,0, 2%, 91,0 + 0,

Abbildung 1.7: Endogene Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies
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Sauerstoff ist mit ca. 20 % neben Stickstoff ein Hauptbestandteil der Luft und daher nahezu allge-
genwirtig. Fiir die Existenz von Leben unter aeroben Bedingungen ist es von zentraler Bedeutung,
dass molekularer Sauerstoff relativ reaktionstrage, metastabil ist. Anders als die meisten organi-
schen Verbindungen liegt molekularer Sauerstoff im Grundzustand als Triplett mit zwei ungepaar-
ten Elektronen vor (siehe Abbildung 1.8). Chemische Reaktionen mit Molekiilen im Singulett-
Zustand sind daher ohne Aktivierung nicht moglich, weshalb molekularer Sauerstoff relativ reak-

tionstrige ist [27].

1 1 92 kJ/mol 1 l 63 kJ/mol 1 l
302 (3 Zg) 102 (lAg) 102 (l Zg)
Triplett-Zustand Singulett-Zustand

Abbildung 1.8: Besetzung des HOMO von Sauerstoff im Triplett- und Singulett-Zustand [27]

Im Gegensatz zu Triplett-Sauerstoff ist Singulett-Sauerstoff reaktionsfreudig und reagiert mit ei-
ner Reihe von biologisch wichtigen Molekiilen (DNA, Proteine, Lipide) [28]. Singulett-Sauerstoft
wird in-vivo hauptsdchlich in photochemischen Reaktionen bei Anwesenheit eines geeigneten Sen-
sibilisators erzeugt. Hierbei geht der Sensibilisator (}Sy) durch Absorption von Licht entsprechen-
der Wellenliinge in einen angeregten Zustand (1S;) (siche Abbildung 1.9) iiber. Dieser angeregte
Zustand kann durch ,,Intersystem Crossing™ (ISC) mit Spin-Umkehr in den Triplett-Zustand tiber-
gehen (3S,).

ol 1S,

20

|, L

84| 181 1 ¥

YC
381
ISO
'S, +hy — 7S, (1.1)

Abbildung 1.9: Photochemische Bildung von Singulett-Sauerstoff durch einen Sensibilisator
Typ-II Reaktion (Energietransfer)

Der Sensibilisator im Triplett-Zustand (3S;) kann seine Energie auf Sauerstoff im Triplett-Zustand
(30,) iibertragen und fillt selbst dabei wieder in den Grundzustand (1S;) zuriick (sieche Abbildung
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1.9). Diese photochemische Reaktion (Energietransfer) gehort zu den Typ-II Reaktionen. Biolo-
gisch relevante Sensibilisatoren sind u.a. Porphyrine [29] und Flavine [30].

Superoxid-Anionen werden in Typ-1 Reaktionen (Elektronentransfer) gebildet. Ahnlich wie bei
Typ-II Reaktionen wird zunéchst ein Sensibilisator durch Lichtabsorption in einen angeregten Zu-
stand (*S;) und durch ISC in einen Triplettzustand (3S,) iiberfiihrt. Bei Typ-I Reaktionen kommt es
zu einem Elektronentransfer von Sensibilisator im Triplettzustand zu Sauerstoft im Triplettzustand,
wodurch Superoxid-Anionen (O, ) und Sensibilisator-Kationen (S ) entstehen (siche Abbildung
1.10).

'S, + hy — 33, (1.3)
58, + 30, — Oy + S (1.4)

Abbildung 1.10: Photochemische Bildung von Superoxidanionen durch einen Sensibilisator
Typ-1 Reaktionen (Elektronentransfer)

Superoxidanionen werden wie bereits erwéhnt zu Wasserstoffperoxid (H,O-) umgesetzt, der even-
tuell weiter in der Fenton-Reaktion zu Hydroxylradikalen reagiert [26].

Zu den am haufigsten vorkommenden oxidativen DNA-Schidden gehdren die Basenmodifikatio-
nen 7,8-Dihydro-8-oxoguanin (8-Oxoguanin) und 2,6-Diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin
(FapyG) [31]. Die Oxidation von Guanin kann entweder iiber Hydroxylradikale (sieche Abbildung
1.11) oder eine Einelektronenoxidation (sieche Abbildung 1.12) erfolgen. Guanin besitzt von al-
len vier DNA-Basen mit 1,29V das niedrigste Redoxpotential, weshalb Guanin haufig oxidativ
geschidigt wird [32, 33].

Hydroxylradikale konnen mit der DNA-Base Guanin direkt reagieren. Hierbei wird zunéchst ein
Cs-Hydroxylradikal § des Guanins gebildet, welches dann entweder unter Elektronenabgabe (Oxi-

dation) zu 8-Oxoguanin 7 oder unter Elektronenaufnahme (Reduktion) und Ring6ffnung zu FapyG

8 weiterreagiert (siche Abbildung 1.11) [34, 35].

HN\ N\>f OH o
o *5 \ JI*H*K&[T

Abbildung 1.11: Chemische Reaktion der DNA-Base Guanin mit Hydroxylradikalen

Die Bildung von 8-Oxoguanin und FapyG kann nicht nur iiber Hydroxylradikale erfolgen, sondern

auch Uber eine Einelektronenoxidation. Dabei entsteht zunéchst aus der Purinbase Guanin 1 durch
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Elektronenabgabe ein Radikalkation 2, welches unter basischen Bedingungen {iiber ein instabiles

i i S )i >:

HN)‘ji N\> Oxidation HN)i >'/\ O )i >7 / 7

HZN)\N N\ - HZN/KN N\ /‘\ i
1 . 2 \

| )E[T

Abbildung 1.12: Einelektronenoxidation der DNA-Base Guanin

Zwischenprodukt 5 zu 8-Oxoguanosin 7 oder zu FapyG 8 weiterreagiert [34].

Normalerweise existieren unter aeroben Bedingungen verschiedene reaktive Sauerstoffspezies ne-
beneinander, weshalb es schwierig ist, das fiir den jeweiligen biologischen Effekt verantwortliche
Agens zu bestimmen [25]. Die Basenmodifikation Guanin zu 8-Oxoguanin ist relativ hdufig und
findet unter physiologischen Bedingungen im menschlichen Organismus etwa 10.000 Mal pro Zel-
le und Tag statt [36, 37, 38].

Die DNA-Base Guanin bildet in der DNA mit der Base Cytosin ein Watson-Crick-Basenpaar unter
Ausbildung von drei Wasserstoffbriickenbindungen, wahrend Thymin mit Adenin unter Ausbil-
dung von zwei Wasserstoftbriickenbindungen paart. Die modifizierte DNA-Base, 8-Oxoguanin,
paart nicht mehr ausschlieBlich mit Cytosin, sondern kann auch mit Adenin ein stabiles Basen-
paar bilden [39]. Die Ausbildung dieses Basenpaars fiihrt bei der Replikation der DNA zu einer
Guanin-Thymin-Transversion [40, 41, 42, 43] (siehe Abbildung 1.13). Der Austausch einer Base
muss nicht zwingendermal3en zu einer Veranderung der Aminoséuresequenz fiihren (,,Silent Mu-
tation™), da meist mehrere Basentripletts fiir die gleiche Aminosdure codieren [44]. Codiert das
neu entstandene Basentriplett aber fiir eine andere Aminosdure, wird die Primérstruktur des Pro-
teins verandert (,,Missense-Mutation™). Eine verdnderte Priméarstruktur kann zu einer veranderten
Sekundar-, Tertidr- und Quartdrstruktur und damit zum Funktionsverlust des betroffenen Proteins
fiihren.

Fiir 8-Oxoguanin ist neben der Paarung mit Cytosin und Adenin auch eine Paarung mit Thymin
oder Guanin moglich. Die Paarung mit Adenin stellt aber die hiufigste der fehlerhaften Paarungen
dar.



10 Kapitel 1. Einleitung
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Abbildung 1.13: Watson-Crick Basenpaarung von 8-Oxoguanosin mit Cytidin und fehlerhafte Paa-
rung mit Adenosin

1.2.3 Reparaturmechanismen der Zelle

Es entstehen stidndig durch endogene und exogene Einfliisse Schiden an der DNA. Daher ist es
wichtig, dass der menschliche Organismus tliber wirksame Reparaturmechanismen verfiigt. Einer
dieser Reparaturmechanismen ist die Basen-Exzisionsreparatur. Hierzu wird eine ganze Reihe von
DNA-Glykosylasen benétigt, da jede einzelne nur einen bestimmten Typ einer verénderten Base
erkennt [45]. Die spezifische DNA-Glykosylase schneidet die defekte Base aus und es entsteht eine
purin- bzw. pyrimidin-freie Stelle (AP-site). Die AP-Endonuklease und Phosphodiesterase entfer-
nen zusammen den Zuckerphosphatrest und anschliefend fiigt die DNA-Polymerase ein neues
Nukleotid ein. Nachdem die DNA-Ligase das Zucker-Phosphat-Riickgrat geschlossen hat, ist der
Fehler behoben [45].

Die humane 8-Oxoguanin-Glykosylase I (hOGG1) entfernt beispielsweise spezifisch 8-Oxogua-
nin und FapyG aus der DNA [36]. Die Basen werden anschlieBend tiber den Urin ausgeschieden.
Die Konzentration im Urin kann daher als Biomarker fiir oxidative Schiaden bestimmt werden,
wobei die Messung mit HPLC-MS und HPLC-ECD die am haufigsten verwendeten Methoden fiir
Urinproben sind [36]. Mit steigendem Alter nimmt auch die Gesamtbelastung an oxidativen Ba-
senmodifikationen zu, wobei die Konzentration an Reparaturenzymen gleichzeitig abnimmt [46].
Es kommt somit immer leichter zu Punktmutationen, welche zu einer malignen Transformation
fiihren konnen.

Der zweite wichtige Reparaturmechanismus des Organismus ist die Nukleotid-Exzisionsreparatur.

Hiermit kdnnen DNA-Schéden, wie Cyclobutanpyrimidindimere oder DNA-Addukte repariert wer-
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den, die durch ihre GroB3e die Tertidrstruktur der DNA storen und daher die Replikation und Tran-
skription der DNA stoppen [47]. Solche Schiden werden durch einen Multienzymkomplex erkannt
und beseitigt. Die fehlerhafte Stelle wird mit benachbarten Nukleotiden als einstrangiges Oligonu-
kleotid entfernt und anschlieend durch DNA-Polymerase und DNA-Ligase neu synthetisiert [45].
Die Exzisionsreparatur kann auch transkriptionsgekoppelt ablaufen. Wird ein Defekt bei der Tran-
skription entdeckt, so stoppt die DNA-Polymerase und sorgt durch den Einsatz von Kopplungs-
proteinen fiir eine sofortige Beseitigung des DNA-Schadens tiber Exzisionsreparatur [45].

Im Falle einer starken Schadigung der DNA stoppen die replikativen DNA-Polymerasen und es
kommen Reservepolymerasen zum Einsatz. Diese konnen trotz starker DNA-Schiden die DNA
replizieren, haben aber den Nachteil, dass sie nicht die Korrekturlesefahigkeiten der replikativen
DNA-Polymerasen besitzen und es daher leichter zu Fehlern kommt [45].

Die grof3e Bedeutung dieser Reparaturmechanismen wird deutlich, wenn man Gendefekte, wie bei
der autosomal rezessiven Erbkrankheit Xeroderma pigmentosum betrachtet [48]. Bei Xeroderma
pigmentosum ist die Exzisionsreparatur gestort, so dass das Risiko nach Sonnenbestrahlung an

Hautkrebs zu erkranken im Vergleich zu gesunden Personen sehr hoch ist [49].
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1.3 Carotinoide

Carotinoide sind natiirlich vorkommende Pflanzeninhaltsstofte, die sich aus acht Isopren-Einheiten
zusammensetzen. Charakteristisch fiir Carotinoide sind das C4p-Kohlenstoffgertist, sowie das Sys-
tem konjugierter Doppelbindungen. Durch Modifizierung dieses Grundgeriists kénnen durch Cy-
clisierung der Endgruppen oder durch Einfiihren von Sauerstoffgruppen zahlreiche verschiedene
Verbindungen entstehen, welche alle zur Klasse der Carotinoide gehoren [50].

Fast alle Carotinoide bestehen aus dem gleichen Grundgertist, welches in Abbildung 1.14 gezeigt
ist. Dieses C49-Grundgeriist entsteht wiahrend der Biosynthese jeweils aus zwei Geranylgeranylpy-
rophosphaten. In Abbildung 1.14 ist das Nummerierungsschema an einem azyklischen und einem

bizyklischen Carotinoid dargestellt.

A 17 18 19 20

3 7 15 14 12 107 8 6’ & 2’

11 , , , , 5 , . ’
170N 6 U 9 et g U S W U g\ N\ y
16 2 4 6 8 10 12 14

20" 19 18 17

Abbildung 1.14: Basisstruktur und Nummerierungsschema: A eines azyklischen Carotinoids (Ly-
copin) und B eines dizyklischen Carotinoids (3, 3-Carotin) [50]

Héufig wurden Carotinoide nach der biologischen Quelle, aus der sie zum ersten Mal isoliert wur-
den mit Trivialnamen benannt. Es gibt jedoch auch ein semi-systematisches Nomenklatur-Prinzip.
Hierbei tragen alle Verbindungen den Stammnamen ,,Carotin®. Die sieben haufigsten Endgruppen,
werden durch griechische Buchstaben beschrieben (siehe Abbildung 1.15).

¥ B R R R
)\/\/K/R((/KE 7

 a
K Y R X
R E f R
Abbildung 1.15: Nomenklatur der Endgruppen von Carotinoiden [50]

Bis heute sind mehr als 750 verschiedene Carotinoide charakterisiert. Ein Maximum im Absorpti-

onsspektrum der meisten Carotinoide liegt im Wellenldngenbereich von 400-500nm, es sind gelb-
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rote Farbstoffe. Je mehr konjugierte Doppelbindungen ein Carotinoid besitzt, desto stirker verla-
gert sich das Absorptionsmaximum in den energiedrmeren (langwelligeren) Bereich des Lichts.
Die Substanzklasse der Carotinoide ldsst sich in zwei Unterklassen einteilen, die Carotine und
die Xanthophylle. Carotine sind reine Kohlenwasserstoffverbindungen, die Xanthophylle hinge-
gen enthalten Sauerstoffatome in funktionellen Gruppen.

Carotinoide sind lipophile Substanzen, die ubiquitar in der Pflanzenwelt vorkommen. Sie dienen
den Pflanzen nicht nur zur Pigmentierung von Bliiten und Bléittern, sondern sind auch fiir die
Photosynthese von entscheidender Bedeutung. Zum einen schiitzen sie das Chlorophyll in den
Pflanzen durch Desaktivierung von Singulett-Sauerstoff und anderen reaktiven Sauerstoffspezies
vor Photooxidation und zum anderen erweitern sie das Absorptionsspektrum und erhohen somit
die Photosyntheseeffizienz. Da nur Bakterien, Pflanzen und Pilze Carotinoide de-novo syntheti-
sieren konnen, sind Tiere und Menschen auf die Versorgung mit der Nahrung angewiesen. Im
menschlichen Plasma lassen sich bis zu 40 verschiedene Carotinoide nachweisen, die wichtigsten
sind a-Carotin, S-Carotin und Lycopin als Vertreter der Carotine und Zeaxanthin, Lutein sowie
B-Cryptoxanthin als Vertreter der Xanthophylle [51]. Das Carotinoidmuster der Haut dhnelt dem
des Blutplasmas. Die absoluten Konzentrationen variieren jedoch stark je nach Hautareal [52].

'0, + 'Car — %0, + *Car (1.5)
3Car — 'Car + A (1.6)

Abbildung 1.16: Photochemische Inaktivierung von Singulett-Sauerstoff durch Carotinoide

Carotinoide sind aufgrund ihrer konjugierten Polyenstruktur wirksame Antioxidantien. Sie gehdren
zu den effizientesten natlirlich vorkommenden ,,Loschern™ von Singulett-Sauerstoff [53, 54]. Bei
der Inaktivierung von Singulett-Sauerstoff durch Carotinoide entstehen Carotinoide im angeregten
Triplettzustand. Carotinoide im Triplettzustand kénnen die Anregungsenergie in Form von Warme
wieder abgeben (siehe Abbildung 1.16) [55].

Carotinoide kdnnen nicht nur physikalisch unter Inaktivierung (,,Loschung“) mit Singulett-Sauer-
stoff, sondern auch chemisch unter Bildung von Endoperoxiden in einer [2+2]- oder [2+4]-Cyclo-
addition und in einer Hetero-En-Reaktion unter Bildung von Hydroperoxiden reagieren [27]. Die
entstandenen Endoperoxide zerfallen in weiteren Reaktionen zu Apocarotinoiden, Adehyden und
Ketonen [56]. Anders als bei der photochemischen Inaktivierung von Singulett-Sauerstoff, werden

die Carotinoide bei der chemischen Inaktivierung abgebaut.
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Abbildung 1.17: Chemische Reaktionen von Singulett-Sauerstoff mit der elektronenreichen Poly-
enkette der Carotinoide, CA = Cycloaddition, R = Rest

Neben der Fahigkeit mit Singulett-Sauerstoff zu reagieren, konnen Carotinoide auch Radikale ab-
fangen (siehe Abbildung 1.18). Diese Eigenschaft der Carotinoide beruht auf der Féhigkeit Elek-
tronen oder Wasserstoffatome abzugeben (Oxidierbarkeit) [57]. Wie auch bei der chemischen Inak-
tivierung von Singulett-Sauerstoff, werden Carotinoide beim Abfangen von Radikalen abgebaut.
Der oxidative Abbau der Carotinoide wird durch elektrophile Angriffe auf die elektronenreiche
Polyenkette initiiert (siche Abbildung 1.18). Fiir das Abfangen von Radikalen gibt es drei mogli-
che Mechanismen: die Addition des Radikals (1.7), die Abstraktion eines Wasserstoffatoms (1.8)
und den Elektronentransfer (1.9). Dabei entstehen mesomeriestabilisierte Carotinoidradikale bzw.
Carotinoidradikalkationen. Es wird postuliert, dass die Bildung stabiler Carotinoidradikale Radi-
kalkettenreaktionen durch Kettenabbruch stoppen (1.10, 1.11) [58]. Von besonderer biologischer
Bedeutung ist dabei die Unterbrechung der Lipidperoxidation.

Car + ROO" — ROOCar (1.7)
Car + ROO" — Car’ + ROOH (1.8)
Car + ROO" — Car'™ + ROO~ (1.9)
ROOCar 4+ ROO" — ROOCarOOR (1.10)
Car' + ROO" — CarOOR (1.11)

Abbildung 1.18: Abfangreaktionen von Radikalen durch Carotinoide [58]
Car = Carotinoid, R = Rest
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1.3.1 Lutein

Lutein gehdrt zu der Gruppe der Xanthophylle und ist mit S-Carotin und Lycopin zusammen
das haufigste im Blutplasma vorkommende Carotinoid. In Lebensmitteln kommt es vor allem in
dunklem Blattgemiise, wie Griinkohl und Spinat vor.

Ferner ist Lutein (E 161b) nach § 3(1) der Zusatzstoffzulassungsverordnung (zuletzt gedndert am
21.05.2012) zum Farben von Lebensmitteln bzw. zum Erzielen von Farbeffekten in bestimmten
Lebensmitteln, wie Senf, SoBen, Suppen und Spirituosen bis zu einer Hochstmenge von 500 mg/kg
und in Konfitliren, Gelees und Marmeladen i.S.d. Konfitlirenverordnung bis 100 mg/kg zugelassen.
Zusammen mit Zeaxanthin kommt Lutein auch in der Macula lutea, dem gelben Fleck des mensch-
lichen Auges vor. Beide Xanthophylle agieren in der Macula lutea als Filter fiir das energiereiche
blaue Licht und schiitzen die Photorezeptorzellen als Antioxidantien vor photooxidativen Schiden.
Studien zeigen, dass eine hohe Konzentration dieser Xanthophylle in der Retina das Risiko an al-
tersbedingter Makuladegeneration zu erkranken, reduziert [59, 60]. Altersbedingte Makuladege-
neration ist die hédufigste Ursache fiir die Erblindung von Personen im Alter tiber 65 Jahre in der
westlichen Welt [60].

OH

\\\\\\\\(\

Abbildung 1.19: Struktur von 3,3’-Dihydroxy-/3, e-carotin (Lutein)

HO

1.3.2 DHIR und IR

3,3’-Dihydroxyisorenieratin und Isorenieratin sind natiirlich vorkommende aromatische Caroti-
noide. Sie besitzen ebenso wie alle Carotinoide ein C4-Grundgeriist, haben allerdings als Beson-
derheit zwei aromatische Endgruppen.

Aromatische Carotinoide wurden erstmals 1957 beschrieben. Das damals entdeckte Carotinoid
wurde nach dem Meeresschwamm Reniera japonica, aus dem es erstmals isoliert wurde, mit
Renieratin benannt [61]. Spéter stellte sich jedoch heraus, dass dieses Carotinoid nicht aus dem
Schwamm, sondern aus Bakterien stammte, die mit dem Meeresschwamm in Symbiose leben [62].
1969 wurden weitere aromatische Carotinoide, Isorenieratin, 3-Hydroxyisorenieratin und 3,3 -Di-
hydroxyisorenieratin (siche Abbildung 1.20), in Streptomyces mediolani nachgewiesen und isoliert
[63]. Das aromatische Carotinoid 3,3"-Dihydroxyisorenieratin konnte 1983 auch als Hauptkompo-
nente neben Isorenieratin und 3-Hydroxyisorenieratin in dem Bakterium Brevibacterium linens
nachgewiesen werden (siche Abbildung 1.20) [64]. Dieses Bakterium wird u.a. in der Késeherstel-

lung verwendet und verleiht Tilsiter, Romadour, Limburger und Miinster seine charakteristische
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gelb-orangefarbene Farbung und durch die Biosynthese von Methanthiol sein charakteristisches
Aroma [65].

TN NN YT Y

©, w-Carotin (Isorenieratin)

\\\\\\\\\

3-Hydroxy-¢p, @-carotin (3-Hydroxyisorenieratin) o

AN S Vg Y T VN

HO 3,3’-Dihydroxy-¢, ¢-carotin (3,3"-Dihydroxyisorenieratin)

Abbildung 1.20: Strukturformeln der aromatischen Carotinoide isoliert aus Streptomyces mediola-
ni

Das aromatische Carotinoid DHIR ist oxidationsempfindlich. Schon unter Einwirkung von Luft-
sauerstoff bildet sich 3,4-Dihydro-4,3 -retro-¢, p-carotin-3,3’-dion, das entsprechende Chinon.
Hierbei dndert sich durch die Erweiterung des konjugierten II-Elektronensystems die Farbe von

orange zu blau [62].

3,4-Dihydro-4,3 -retro-y, -carotin-3,3"-dion

Abbildung 1.21: Strukturformel von 3,4-Dihydro-4,3"-retro-(p, ¢-carotin-3,3"-dion
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1.4 Entzindung

Unter Entziindung versteht man die Reaktion des Organismus auf einen inneren oder dufleren,
schddigenden Reiz (z.B. UV-Licht). Eine klassische Entziindungsreaktion dufert sich mit fiinf Kar-
dinalsymptomen: Tumor (Schwellung), Rubor (R6tung), Calor (Uberwéarmung), Dolor (Schmerz)
und Functio laesa (eingeschrankte Funktion) [66].

Das UV-Erythem (Erythema solare) erfiillt alle fiinf Entziindungszeichen. Die Ausbildung des
UV-Erythems (Sonnenbrand) ist daher eine klassische Entziindungsreaktion. Durch UV-Licht ent-
stehen Zellschdden, wobei verschiedene Entziindungsmediatoren freigesetzt werden, welche wie-
derum zur Entstehung einer lokalen Entziindung fiihren. Keratinozyten setzen nach Verletzung Zy-
tokine aus intrazelluldren Speichern frei [67]. Zu den sogenannten priméren Zytokinen zéhlen IL-
la, IL-15 und Tumornekrosefaktor o (TNF«) [67]. Die Freisetzung der priméren Zytokine fiihrt
zu einer Ausschiittung weiterer Zytokine und der Stimulation von Fibroblasten, welche sekundére
Zytokine (wie IL-6) sezernieren. Die Hauptaufgabe der Fibroblasten in der Entziindungsreaktion
ist die Verstarkung, der durch die Keratinozyten ausgeldsten Entziindungskaskade [67]. Die resul-
tierende lokale Entzlindung schafft Voraussetzungen fiir die Reparatur der entstandenen Schéaden.
Im Grunde ist daher die Entziindung eine positive Reaktion zum Erhalt der Gesundheit des Gesam-
torganismus. Entziindungen verursachen auch ungerichtet wirkende Abwehrmechanismen, welche
zu Gewebeschdden fiihren [66]. Diese Gewebeschidden treten haufig bei chronischen Entziindun-
gen auf. Es ist daher von zentraler Bedeutung, dass die Entziindungsreaktion nach Beseitigung der
auslosenden Noxe wieder abklingt und sich keine chronische Entziindung manifestiert.
UVB-Strahlung im Dosisbereich der minimalen Erythemdosis (10 bis 30 mJ/cm?) kann eine Im-
mundefizienz bewirken [67, 68]. Da Immunreaktionen bei der Beseitigung prikanzerogener Zel-
len eine zentrale Rolle spielen, geht man von einer Verbindung zwischen der UVB-induzierten
Immundefizienz und der Karzinogenese von Hauttumoren aus [67]. Erste Hinweise auf eine im-

munsuppressive Wirkung von UVB lieferten Kripke et al. [69, 70].

1.4.1 Der Transkriptionsfaktor NfxB

Ein wichtiger Signalweg in der Entziindungsreaktion ist der NfxB Signalweg, mit der Aktivierung
des Transkriptionsfaktors Nf«B [71].

Die Rel/NfxkB Transkriptionsfaktorfamilie besteht aus fiinf Mitgliedern, welche in zwei Klassen
eingeteilt werden konnen. Sie regulieren Gene, die vor allem in Entziindungsreaktionen eine Rolle
spielen. Die Rel-Proteine (RelA, RelB und c-Rel) besitzen am N-Terminus eine Doméne zur Dime-
risierung und DNA-Bindung sowie am C-Terminus eine Transkriptions-Domaéne [71]. Die beiden
anderen Mitglieder NfxB1 und NfxB2 besitzen ebenfalls am N-Terminus eine Doméne zur Dime-
risierung und DNA-Bindung. Die fiinf Mitglieder der Rel/NfxB-Familie kommen als hetero- oder

homodimere Transkriptionsfaktoren vor, wobei das Heterodimer RelA/NfxB1 das am héufigsten
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vorkommende Protein ist [71]. Unter normalen physiologischen Bedingungen liegt dieses Hete-
rodimer als inaktiver Komplex im Cytosol vor, es wird im Folgenden Nf«xB genannt. In inaktiver
Form ist es im Cytosol an Proteine der IxB Familie gebunden.

NfkB kann durch verschiedene Stimuli wie Lipopolysaccharide, UV-Licht und Zytokine (IL-1,
TNF-«) induziert werden [71]. Hierbei werden 1xB Kinasen (IKK) aktiviert, die den Inhibitor-Teil
der 1xB-Proteine phosphorylieren. Die Phosphorylierung der IxB-Proteine fiihrt zu einer Poly-
ubiquitinierung der Lysine 21 und 22 und zum Abbau des Inhibitors im Proteasom [72]. NfxB
wird freigesetzt und kann nun in den Zellkern wandern (Translokation), bindet an die DNA und

beeinflusst so die Genexpression zahlreicher Zielgene.

Abbildung 1.22: NfkB Signalweg

1.4.2 Zytokine

Zytokine sind meist kleine Proteine (Botenstoffe) mit einem Molekulargewicht zwischen 8 und
40kD [73], die das Zusammenspiel von Zellen regeln. Sie werden nach ihrer biologischen Akti-
vitét in verschiedene Klassen eingeteilt. Im Wesentlichen sind Zytokine fiir die Reaktion des Orga-
nismus auf Verletzungen, Infektionen und Krankheiten verantwortlich [74]. In der Regel sind Zy-
tokinrezeptoren hoch sensitiv, so dass sehr geringe Mengen an Zytokinen zur Signaliibermittlung
ausreichen. Sie werden anders als Hormone in der Regel nicht gespeichert, sondern im Bedarfsfall
gebildet. Zytokine wirken meist parakrin (auf benachbarte) oder autokrin (auf die ausschiittende
Zelle selbst), da die Konzentrationen normalerweise nicht fiir eine endokrine Reaktion ausreicht

[16]. Eine Dysregulation von Zytokinen kann zur Entstehung bzw. zum Ausbruch einer Krankheit
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beitragen [75].

Zytokine werden oft in pro-inflammatorische und anti-inflammatorische Zytokine eingeteilt. Pro-
inflammatorische Zytokine begtinstigen und fordern die Entziindungsreaktion (z.B. IL-6), wiahrend
anti-inflammatorische Zytokine die Expression pro-inflammatorischer Zytokine unterdriicken (z.B.
IL-10, IL-4).

Interleukin-6 (IL-6) ist ein klassisches pro-inflammatorisches Zytokin, wichtig fiir die angebore-
ne und adaptive Immunabwehr. Es wurde erstmals in dem Zelliiberstand von Mitogen-aktivierten
peripheren Monozyten nachgewiesen und induziert die Produktion von Immunglobulinen in den
B-Zellen. Aus diesem Grund wurde IL-6 zunéchst ,,.B cell differentiation factor (BCDF) genannt
[76, 77]. AuBerdem spielt IL-6 eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der Akut-Phase Proteine,
der Cortisol-Freisetzung und bei der Induktion von Fieber [78]. Unter den Akut-Phase Proteinen
werden mehr als 40 Plasmaproteine zusammengefasst, deren Konzentrationen nach einem star-
ken inflammatorischen Stimulus um mindestens 25 % ansteigen [78, 79]. Eine Dysregulierung
von IL-6 spielt eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen [75].
Das Gleichgewicht zwischen pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen ist wichtig fiir das Fort-
schreiten und den Ausgang der Entziindung. Beispielsweise entwickeln IL-10 Knockout-Mause
chronisch entziindliche Darmerkrankungen (Colitis Ulcerosa, Morbus Chron) [74]. IL-10 ist dem-
nach ein wichtiges Zytokin, um eine tlibersteigerte Entziindungsreaktion und damit durch chroni-
sche Entziindungen entstehende Zellschidden zu verhindern. IL-10 gehort wie bereits erwahnt zu
den anti-inflammatorischen Zytokinen, es unterdriickt die Bildung pro-inflammatorischer Zyto-
kine durch die Unterdriickung der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NfxB [80]. IL-4 gehort
ebenfalls zu den anti-inflammatorischen Zytokinen. Im Gegensatz zu IL-10 wirkt IL-4 anti-inflam-
matorisch durch Destabilisierung der mRNA proinflammatorischer Zytokine [80].

Interleukin-12 oder auch ,,Natural Killer Cell Stimulatory Factor ist ein immunmodulatorisches
Zytokin, welches die Stimulierung der zytotoxischen Aktivitat, die Zellproliferation und das Wachs-
tum sowie die Funktion von T-Helferzellen reguliert [81]. UVB-Bestrahlung ruft in Keratinozyten
verschiedene DNA-Schéden (z.B. CPDs) hervor. Je nach Schweregrad des DNA-Schadens kann
die Zelle entweder Apoptose oder DNA-Reparatur-Mechanismen einleiten. Ist die Zelle irreparabel
geschédigt, so wird sie in eine sogenannte ,,sunburn cell liberfiihrt. Die Entstehung von ,,sunburn
cells™ ist ein erstes morphologisches Anzeichen fiir epidermale Apoptose [82]. IL-12 verstérkt die
Nukleotidexzisionsreparatur, sorgt fiir die Reparatur der entstandenen Schaden und unterdrtickt die
UV-induzierte Apoptose [83].
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1.5 Ziel der Arbeit

Aufgrund vorheriger Untersuchungen und Uberlegungen zu Struktur und Wirkung wird vermutet,
dass das Carotinoid DHIR photoprotektive Eigenschaften hat und neben Lipiden und Proteinen
auch die DNA vor UV-induzierten Schiadigungen schiitzt. Idealerweise soll eine photoprotektive
Substanz Photoschéden verhindern, aber keinen Einfluss auf Sekundérreaktionen (Entziindung)

nehmen, die infolge von Lésionen entstehen, die primar nicht verhindert werden konnten.

Ziel dieser Arbeit ist es an Modellsystemen und in Zellkultur zu untersuchen, ob DHIR und ent-

sprechende Vergleichssubstanzen (IR, Lutein) diese Anforderungen erfiillen.

An humanen dermalen Fibroblasten soll dazu die Aufnahme und Toxizitat der Verbindungen allein
und unter Bestrahlung beurteilt werden. Mit Hilfe verschiedener Varianten des Comet Assays soll
untersucht werden, welche UV-induzierten DNA-Schiden entstehen und welche durch die verwen-
deten Verbindungen ggf. verhindert werden. Die Untersuchung soll insbesondere die Bildung von
DNA-Strangbriichen und oxidierten DNA-Basen einbeziehen. Im Modellsystem (Oligonucleotide)
und an Zellen wird die UVB-abhéngige Bildung von Cyclobutanpyrimidindimeren mit verschie-
denen Methoden (HPLC, immunologische Methoden) untersucht und der Einfluss der Carotinoide
darauf bewertet. Die Untersuchungen zu eventuell modulatorischen Wirkungen der Verbindungen
auf Entziindungsreaktionen erfolgen an HaCaT-Zellen (humane Keratinozyten) mit Fokus auf dem
NfxkB-Signalweg. Translokation von Nf<B in den Zellkern, sowie die Expression der Zytokine
IL-6, IL-10 und IL-12 sollen mit molekularbiologischen Methoden erfolgen. Dabei werden die
Effekte der Verbindungen allein und in Kombination mit UV-Bestrahlung bewertet.

Die so erhobenen Daten sollen das Grundlagenwissen fiir die Entwicklung von aromatischen Caro-

tinoiden als Komponenten des endogenen Sonnenschutzes erweitern.



2 Materialien und Gerate

2.1 Gerate

Geriit Hersteller
Analysenwaage TE124S Sartorius, Gottingen, D
Begasungsbrutschrank Binder, Tuttlingen, D

Blotter ,,Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer
Cell

Blotter ,,EBU-4000"

Blotter ,,Semi-Dry Blotter V10-SDB*
Camera Controller C4742-95

Digital Camera C4742-95
Elektrophoresekammer ,,X Cell Sure
Lock M«

Filmkassette BAS 2040

Heizblock

HPLC Pumpe LaChrom L-7100

HPLC DAAD LaChrom L-7450

HPLC UV/Vis Detektor L-4250

HPLC Interface D-7000

HPLC Autosampler LaChrom Elite L-2200
Inversmikroskop ID 03

Inversmikroskop DM IL LED
Magnetriihrer mit Heizplatte RET

Mikroplattenspektralphotometer ,,Power-
Wave X Select*

Mikroskop Axiovert 100TV
Mikrozentrifuge 5417C

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D

C.B.S. Scientific Co., Del Mar, CA, USA
Sci-Plas Ltd., Cambridge, UK
Hamamatsu, Herrsching am Ammersee, D
Hamamatsu, Herrsching am Ammersee, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

FUJIFILM Europe GmbH, Diisseldorf, D
PEQLAB Biotechnologie GMBH, Erlan-
gen, D

Merck-Hitachi, Darmstadt, D
Merck-Hitachi, Darmstadt, D
Merck-Hitachi, Darmstadt, D
Merck-Hitachi, Darmstadt, D
Merck-Hitachi, Darmstadt, D

Carl Zeiss, Jena, D

Leica Biosystems GmbH, Nussloch, D
IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen,
D

Biotek Instruments Inc, Bad Friedrichshall,
D

Carl Zeiss, Jena, D

Eppendorf, Hamburg, D
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Gerit

Hersteller

Milli-Q-Anlage

»M.S.E. Ultrasonic Disintegrator, 100W
Modell*

pH-Meter pH211

Pipetten (Einkanal- und Mehrkanalpipet-
ten)

Power Supply E835, EV265

Power Supply Power Pack HC

Schiittler ,,Minishaker MS1“

Schiittler ,,Vibrax VXR basic*

Schiittler ,,Vortex Genie 2
Sterilbank Gelaire BSB 4A
Trockenschrank UT
UV-Bestrahlungsanlage BioSun

UV/Vis Spektralphotometer DU®730
UV/Vis Spektralphotometer Ultrospec 3000
UV/Vis Spektrometer EPP 2000C
Wasserbad

Zellzihlgerit ,,Countess™ automated cell

counter

Millipore, Eschborn, D
Colora Messtechnik GmbH, Lorch, D

HANNA® Instruments Deutschland
GmbH, Kehl am Rhein, D
Eppendorf, Hamburg, D

Consort bvba, Turnhout,B

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D
IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen,
D

IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen,
D

Bender und Hobein Ag, Ziirich, CH

Flow Laboratories, Michigan City, USA
Heraeus Instruments, Diisseldorf, D
Vilber Lourmat Deutschland GmbH, Eber-
hardzell, D

Beckman Coulter GmbH, Krefeld, D
Pharmacia Biotech, Freiburg, D

StellarNet inc., Tampa, FL, USA

GFL Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH,
Burgwedel, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Tabelle 2.1: Gerite
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2.2 Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Deckgldschen ¥25 mm, @8 mm (Zellkultur)
Einfrierr6hrchen
Einweg-Zellzihlkammern ,,Countess ™
Gel-Blotting-Paper

Gelkdmme 1,0 mm

Gelkassetten 1,5 mm (Elektrophorese)
Kiivetten, REF 67742, 10 x 4 x 4, 5mm,
Polystyrol/Polystyrene

Kiivetten 5 mm aus Quarzglas, Suprasil®
Nitrocellulose-Membran (Hybond?™ -C Ex-
tra)

Objekttriger Super-Frost® Plus
Positivgeladene Nylonmembran (Hybond-
N)

Reaktionsgefal (steril) 1,5 ml
Reaktionsgefal (steril) 2,0 ml

Rontgenfilm ,,Chemiluminescence BioMax
Light Film*

Rontgenfilm ,,Amersham Hyperfilm™ ECL*
Zellkulturflaschen 175 cm?, 550 ml
Zellkulturplatten (6 Well, 24 Well, 96 Well)
Zellkulturschalen, @3 cm, @6 cm, @10 cm
Zentrifugenréhrchen (steril) 15 ml

Zentrifugenrohrchen (steril) 50 ml

Zentrifugenseparationsfilter ,,Amicon® Ultra-

156‘

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, D
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D
Sarstedt, Niimbrecht, D

Hellma, Miillheim, D
GE Healthcare, Miinchen, D

Menzel-Gliaser, Braunschweig, D
GE Healthcare, Miinchen, D

Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

GE Healthcare, Solingen, D

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D
Greiner, Frickenhausen, D

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D
Millipore, Carrigtwohill, Co. Cork, IRL

Tabelle 2.2: Verbrauchsmaterialien
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2.3 Chemikalien

Die Carotinoide 3,3 ’-Dihydroxyisorenieratin (DHIR), Isorenieratin (IR) und Lutein wurden freund-
licherweise von Prof. Dr. Bernd Schifer (BASF, Ludwigshafen, D) zur Verfiligung gestellt.

Die Gase Stickstoff (Reinheit 5,0) und Kohlendioxid wurden von Linde (Hollriegelskreuth, D) be-
zogen.

Fiir verschiedene Untersuchungen in Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden fertige Analysen-

Sets bezogen. Sie sind in Tabelle 2.4 dargestellt und werden im Folgenden als ,,Kits* bezeichnet.

Chemikalie

Hersteller

Acetonitril

Albumin (BSA) Fraktion V > 98 %
Bradford-Reagenz

Bromphenolblau

Butylhydroxytoluol
Chemilumineszenz-Kit SuperSignal® West
Complete Proteaseinhibitor
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

DMSO-d6

Ethylendiamintetraessigséure (EDTA)
Entwicklerkonzentrat

Essigsdure 100 % (Eisessig)

Ethanol, absolut

Ethanol, vergillt

Fixiererkonzentrat

Glycin Pufferan® > 99 % p.a.
HPLC-Wasser

Konservierer fiir Wasserbader

Methanol, HPLC gradient grade

Midori Green DNA Farbstoff
Milchpulver, fettfrei, blotting grade
Natriumchlorid

Natriumlaurylsulfat (SDS)
N,N,N",N’-Tetramethylethylendiamin
Ponceau-S-Losung

Prestained Protein Ladder (10 bis 170 kDa)
ProLong®gold antifade reagent with DAPI

VWR, Langenfeld, D

Roth, Karlsruhe, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Fluka, Seelze, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Pierce, Bonn, D

Roche, Mannheim, D

Roth, Karlsruhe, D

Sigma-Aldrich, Steinhein, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Merck, Darmstadt, D

Adefo-Chemie GmbH, Dietzenbach, D
Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Adefo-Chemie GmbH, Dietzenbach, D
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Merck, Darmstadt, D

Roth, Karlsruhe, D

VWR, Langenfeld, D

Nippon Genetics Europe GmbH, Diiren, D
Roth, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D

Roth, Karlsruhe, D

Serva, Heidelberg, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Thermo Scientific, Bonn, D

Invitrogen, Karlsruhe, D
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Chemikalie Hersteller

2-Propanol Merck, Darmstadt, D
Restore™ Western Blot Stripping Buffer Thermo Scientific, Bonn, D
Rotiphorese Gel 40 Roth, Karlsruhe, D
Rotiphorese Gel 30 Roth, Kalrsruhe, D
Saccharose Merck, Darmstadt, D
Salzsidure, rauchend Merck, Darmstadt, D
Salzsdure, 25 % Merck, Darmstadt, D
Sulforhodamine B (SRB) Sigma-Aldrich, Steinheim, D

SuperSignal® West Femto Maximum Sen-  Thermo Scientific, Rochford, IL, USA
sitivity Substrate

SuperSignal® West Pico Chemilumine- Thermo Scientific, Rochford, IL, USA
scent Substrate

Tetrahydrofuran (THF) Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Tetrahydrofuran, Stabilisator-frei Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Trichloressigsdure (TCA) Merck, Darmstadt, D

TRIS Pufferan® Roth, Karlsruhe, D

Triton X-100 Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Tween-20 Calbiochem (Merck KGaA), Darmstadt, D
Zinkchlorid Merck, Darmstadt, D

Tabelle 2.3: Chemikalien

Analysen-Set Hersteller

DNA Fragmentation Imaging Kit Roche, Mannheim, D
hOGG1 FLARE™ Assay Kit Qiagen, Hilden, D
DNA-Extraktions-Kit QiAmp DNA Mini Kit Qiagen, Hilden,D

NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents Thermo Scientific, Bonn, D
ELISA-Kit Human IL-12 p40/p70 Invitrogen, Karlsruhe, D
ELISA-Kit Human IL-10 Ultrasensitive Invitrogen, Karlsruhe, D
RC DC Protein Assay (Lowry) BioRad, Miinchen, D

Tabelle 2.4: Analysen-Set
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2.4 Puffer und Gebrauchslosungen

Comet Assay Puffer

Lysepuffer

Natriumchlorid 2,5M
EDTA 100 mM
TRIS 10 mM
Natriumhydroxid 300 mM

Vor Gebrauch zu 135 ml Puffer hinzufiigen: 1,5 ml Triton X-100 und 15 ml DMSO

Neutralisationspuffer

TRIS 0,4 mM
Konzentrierte Salzsdure ~30ml
Mit Salzsdure auf pH 7,5 einstellen.

Elektrophoresepuffer
Natriumhydroxid 10N
EDTA 200 mM

pH-Wert kontrollieren (pH > 13).

Tabelle 2.5: Puffer fiir den Comet Assay

Blockierlosung

Ziegenormalserum 3,0%
Triton X-100 0,3%
in PBS

Tabelle 2.6: Blockierlosung fiir immunzytochemische Férbungen
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Western Blot Puffer

Blaupuffer (5x, pH 6,8)

SDS 10%
TRIS 0,25M
Saccharose 30%
Bromphenolblau 0,1 % (wW/v)
DTT eine Spatelspitze
Laufpuffer

TRIS 50 mM
Glycin 384 mM
SDS 3,47 mM
Anodenpuffer I (pH 10,4)

TRIS 30mM
Methanol 10%
Anodenpuffer I1 (pH 9,4)

TRIS 300 mM
Methanol 10 %
Kathodenpuffer

TRIS 30mM
Glycin 40 mM
Methanol 10 %
TBST (10X)

TRIS 500 mM
NaCl ,5M
Mit Salzsciure auf pH 7,5 einstellen

Tween 20 20ml

Auf 1000 ml mit bidest. Wasser auffiillen.

Tabelle 2.7: Western Blot Puffer
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Lysepuffer (pH 7,4)

TRIS 20mM
NaCl 139 mM
NaF 10 mM
Na-Pyrophosphat-10 H,O 9,9 mM
Triton X-100 1%
EDTA pH 8 4mM
EGTA pH 8 4 mM
Na-Vanadat 1,6 mM

B-Glycerolphosphat

Tabelle 2.8: Lysepuffer (pH 7,4)

2.5 Antikorper

Antikorper Hersteller

Alexa Fluor®488 Goat Anti-Rabbit IgG Invitrogen, Karlsruhe, D
Alexa Fluor®546 Goat Anti-Rabbit IgG Invitrogen, Karlsruhe, D

Anti-GAPDH, polyclonal, mouse Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Anti-Thymindimer, monoclonal, mouse Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Goat Anti-Mouse HRP-conjugated Abcam plc, Cambridge, UK

Goat Anti-Rabbit HRP-conjugated Abcam plc, Cambridge, UK
Anti-(-Actin Abcam plc, Cambridge, UK
Anti-Lamin B Rezeptor Epitomics, Inc., Burlingame, USA
Anti-NfxB BD Biosciences, Heidelberg, D
Anti-Interleukin-6 Epitomics, Inc., Burlingame, USA

Tabelle 2.9: Antikorper

2.6 Zellkultur

Die humanen dermalen Fibroblasten (hdF) stammen von ATCC®, USA (CCD-1064 Sk). Sie wur-
den aus dem Priputium eines gesunden, eurasischen Neugeborenen gewonnen. Fiir die Experi-

mente wurden Zellen in den Passagen 5-20 verwendet.
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Die HaCaT-Zellen wurden vom Deutschen Krebsforschungszentrum in Heidelberg bezogen. Es

handelt sich um eine spontan transformierte, nicht tumorigene Keratinozytenzelllinie.

Medium

Hersteller

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)
Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)

Roswell Park Memorial Institute-1640
(RPMI-1640)

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Tabelle 2.10: Zellkulturmedien

2.7 Software

Software

AquaCosmos 1.2

ACD/Chem Sketch 12.0

Corel Draw® X6

ImagelJ 1.36b

KC43.1

HPLC System Manager, D-7000 (HSM)
ChemDraw Ultra 12.0

MestReNova LITE v5.2.5-5780

CometScore™ Freeware v1.5

Hamamatsu, Herrsching am Ammersee, D
ACD Labs, Frankfurt, D

Corel™

NIH, Bethesda, MD, rsbweb.nih.gov/ij/
BioTek Instruments, Vermont, USA
Merck Hitachi, Darmstadt, D

Perkin Elmer LAS GmbH, Rodgau,
Jigesheim, D

MestreLab Research S.L., Santiago de

Compostela, ES
Tritek Corp., Sumerduck, VA, USA

Tabelle 2.11: Software
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

Fiir das Arbeiten mit Zellkulturen werden samtliche Materialien und Losungen vor Gebrauch au-
toklaviert oder bereits steril vom Hersteller bezogen. Zusitzlich wird grundsitzlich unter einer
Sterilbank gearbeitet.
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Abbildung 3.1: Lichtmikroskopische Aufnahmen der verwendeten Zellen: A humane dermale Fi-
broblasten (VergroBerung 1:1000) B HaCaT-Zellen (VergroBBerung 1:630)

-
-

3.1.1 Kultivieren von Fibroblasten

Bei den verwendeten humanen dermalen Fibroblasten (hdF) handelt es sich um eine Zelllinie, die
als Monolayerkultur wichst. Die Zellen werden zur Kultivierung mit Dulbeccos Modified Eagle’s
Medium (DMEM), welches mit 10 % hitzeinaktiviertem f6talen Kilberserum (FBS), sowie mit je-
weils 2 mM Glutamax und Penicillin/Streptomycin (Mischung aus 2 mM Penicillin und 100 U/ml
Streptomycin) angereichert wird, behandelt.

Das Medium wird zweimal pro Woche gewechselt, da Mediumkomponenten von den Zellen ver-
stoffwechselt werden oder bei den Kultivierungsbedingungen von 37 °C und 5 % Kohlendioxid
zerfallen [84]. Das Zellwachstum wird taglich mit einem Inversmikroskop kontrolliert.

Bei einer Konfluenz von 80 bis 90 % werden die Zellen passagiert. Dazu werden die adhirenten
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Zellen mit PBS gewaschen, da auch nur geringe Mengen an serumhaltigem Medium die Wir-
kung von Trypsin beeintrachtigen konnen und sich die Einwirkzeit der Trypsinmischung wesent-
lich verlangern kann. Anschlieend werden die Zellen durch ca. 5-miniitiges Inkubieren mit ei-
ner Trypsin/EDTA-PBS-Mischung (1:1) von der Flaschenwand abgeldst. Erheblich langere Ein-
wirkzeiten konnen die Zellen irreversibel schddigen, der Fortschritt des Ablosens wird daher mit
dem Inversmikroskop beobachtet. Durch Zugabe von Komplettmedium (DMEM mit 10 % FBS,
Glutamax und Penicillin/Streptomycin) wird die Trypsinierung gestoppt. Die erhaltene Zellsus-
pension wird zum Passagieren in einem Teilungsverhiltnis von 1:5 mit Medium verdiinnt und auf
mehrere Flaschen verteilt, oder mit Medium verdiinnt (1:10 bis 1:14) in entsprechende Kulturscha-
len tiberfiihrt.

3.1.2 Kultivieren von HaCaT-Zellen

Bei den verwendeten HaCaT-Zellen handelt es sich um eine spontan transformierte, nicht tumo-
rigene Zelllinie humaner Epithelzellen [85]. Die HaCaT-Zellen wurden aus der Peripherie eines
primdren malignen Melanoms eines kaukasischen, 62-jdhrigen Mannes isoliert. Zur Kultivierung
werden die Zellen mit RPMI-1640 Medium (Roswell Park Memorial Institute), welches mit 10 %
hitzeinaktiviertem fotalen Kélberserum (FBS), sowie mit jeweils 2 mM Glutamax und Penicil-
lin/Streptomycin (Mischung aus 2 mM Penicillin und 100 U/ml Streptomycin) angereichert wird,
behandelt. Das Medium wird zweimal pro Woche gewechselt und das Zellwachstum taglich mittels
Inversmikroskop beobachtet. Die Passagierung erfolgt bei einer Konfluenz von ca. 80 %. Hierzu
werden die adhédrenten Zellen mit PBS gewaschen und anschlieBend mit einer Trypsin/EDTA-PBS-
Mischung (3:1) fiir ca. 10 min, bis sich die Zellen von der Flaschenwand geldst haben, inkubiert.
Durch Zugabe von Komplettmedium (RPMI mit 10 % FBS, Glutamax und Penicillin/Streptomycin)
wird der Trypsinierungsvorgang gestoppt und die Zellen konnen in einem Teilungsverhéltnis von
1:5 bis 1:10 in eine neue Kulturflasche oder mit Komplettmedium verdiinnt (1:10 bis 1:20) in

entsprechende Kulturschalen tiberfiihrt werden.

3.1.3 Inkubation mit Substanzen

Fiir die Inkubation mit Substanzen werden die Zellen zunédchst mit PBS gewaschen und anschlie-

Bend mit FBS-freiem Medium inkubiert, welches die ausgewahlte Verbindung enthalt. Stammlsun-
gen aller Substanzen werden in THF hergestellt (10 mM). Diese werden mit FBS-freiem Medi-

um auf eine Konzentration von 10 uM verdiinnt. Werden weitere Konzentrationen der Substanzen

bendtigt, wird von diesen ebenfalls zunichst einen entsprechende Stammlosung in THF herge-

stellt, um eine gleich bleibende THF-Konzentration (0,1 %) zu gewéhrleisten. Als Losungsmittel-

kontrolle wird Medium hergestellt, welches THF ohne weitere Substanzen enthélt (0,1 % THF).

Die Zellen werden mit den so hergestellten Inkubationslosungen fiir 24 h bei 37 °C im Inkubator

behandelt.
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Im ersten Teil dieser Arbeit, in dem photoprotektive Effekte in hdF untersucht werden, werden
die Eigenschaften der aromatischen Carotinoide Dihydroxyisorenieratin (DHIR) und Isorenieratin
(IR) mit den Eigenschaften des nicht-aromatischen Carotinoids Lutein verglichen. Im zweiten Teil
soll untersucht werden, ob das aromatische Carotinoid DHIR im Vergleich zu Lutein immunmo-

dulatorische Eigenschaften auf die UV-induzierte Immunantwort von HaCaT-Zellen zeigt.

3.1.4 UV-Bestrahlung von Zellen

Die Zellen werden unmittelbar vor der Bestrahlung zweimal mit PBS gewaschen. Die Bestrahlung
erfolgt in Hanks balanced salt solution (HBSS) mit der Bestrahlungseinheit BioSun (Vilber Lour-
mat, Marne-la-Vallée, F). Je nach Zielsetzung werden Bestrahlungsdosen von 5 bis 27,5 J/cm?
UVA und 10 bis 1500 mJ/cm? UVB verwendet. Die Lampenintensitiit betriigt im UVA-Bereich
durchschnittlich 4,5 mW/cm? und im UVB-Bereich 1,5mW/cm?. Die Spektren, der in der Be-
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Abbildung 3.2: Emmissionsspektren der Lampen der UV-Bestrahlungseinheit BioSun:
A UVA Bereich mit einem Intensitétspeak bei 365 nm B UVB Bereich mit einem
Intensitétspeak bei 312 nm C UVC Bereich mit einem Intensitétspeak bei 254 nm
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strahlungseinheit BioSun verwendeten Lampen, sind in Abbildung 3.2 dargestellt. Die Aufnahme
der Emmissionsspektren wurde mit dem UV-Vis-Spektrometer EPP2000C durchgefiihrt.

3.1.5 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren der Zellen wird ein spezielles Einfriermedium verwendet, damit die Zellen wahrend
des Prozesses selbst und der anschlieBenden Lagerung moglichst nicht geschiadigt oder zerstort
werden. Dabei handelt es sich um DMEM mit 20 % FBS und 10% DMSO. DMSO verhindert
die Kristallbildung innerhalb und auBlerhalb der Zelle. Das zuséitzliche FBS hat ebenfalls einen
schiitzenden Effekt [84]. Die Zellen sollten sich zum Einfrieren kurz vor Erreichen der Konflu-
enz befinden. Etwa 24 h vor dem Einfrieren wird ein Mediumwechsel durchgetiihrt, um die Zellen
moglichst wenig Stress auszusetzen.

Die Zellen werden mit PBS gewaschen und anschlieBend mit einer Trypsin/EDTA-PBS-Mischung
trypsiniert. Nach Ablosen der Zellen wird der Trypsinierungsvorgang mit 6 ml Komplettmedium
gestoppt und die Suspension fiir 5 min bei 1200 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenom-
men und eine neue Zellsuspension in Einfriermedium mit einer Zellzahl von mindestens 10°/ ml
hergestellt. Jeweils 1 ml der Zellsuspension wird in sterile Einfrierr6hrchen gegeben und direkt bei

-80 °C eingefroren.

3.1.6 Zellzahl- und Viabilitatsbestimmung (Trypanblau Farbung)

Zur Zellzahlbestimmung werden 10 pl der Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau in ein Reaktions-
gefd3 gegeben. Die Zellzahlbestimmung erfolgt mit einem optisch-elektronischen Zellzéhlgerit.
Dieses Gerit verwendet zur Viabilitdtsbestimmung die Trypanblau Farbausschlussmethode. Tote
Zellen mit geschadigter Zellmembran werden im Gegensatz zu lebenden Zellen von Trypanblau
vollstandig geférbt. Anhand der unterschiedlichen Férbung kann zwischen toten und lebenden Zel-
len unterschieden werden. Die digitale Bildauswertungssoftware errechnet die Zellzahl sowie die

Viabilitit in % lebende Zellen zur Gesamtzellzahl.

3.2 Zellviabilitatstest

Vor Versuchsbeginn werden die toxischen Effekte der UV-Bestrahlung und mdgliche Eigentoxi-
zitdten der verwendeten Substanzen im Zellsystem getestet. Hierzu wird bei allen verwendeten
UV-Dosen und allen Konzentrationen der Carotinoide der Viabilititsttest mit der Sulforhodamin B
Methode durchgefiihrt. Zusitzlich wird an HaCaT-Zellen ein Apoptose-Assay durchgefiihrt. Un-
tersucht wird bei allen verwendeten UV-Dosen; die Konzentration der Carotinoidlosungen wird
dabei auf 10 uM festgelegt.
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3.2.1 Sulforhodamin B-Assay

Der Sulforhodamin B-Assay (SRB-Assay) ist eine schnelle, sensitive in-vitro Methode zur Bestim-
mung der Zellviabilitdt in Multiwellplatten. Unter leicht sauren Bedingungen binden die negativ
geladenen Sulfonium-Gruppen des Sulforhodamin B an die basischen Seitenketten der Aminosdur-
en zelluldrer Proteine. Nicht adhédrente Zellen und ungebundener Farbstoff werden durch mehrma-
liges Waschen aus dem Ansatz entfernt. Da die Proteinmenge mit der Zellzahl korreliert, kann mit
diesem Test bestimmt werden, wie viele Zellen nach 24 h Postinkubation noch an der Plattenober-
flache haften [86]. Adhdrente Zellen werden in diesem Assay mit lebenden Zellen gleichgesetzt.

Zur Bestimmung der Zellviabilitdt werden die Zellen in 24-Well Platten kultiviert. Nach Erreichen

SO3”
Na*
SO3°
H N H
CoHs \ CoHsg
~
Sy o) T*
Csz CZHS

Abbildung 3.3: Sulforhodamin B

einer Konfluenz von 80 bis 90 % erfolgt die Inkubation mit den Carotinoiden (1,5 uM, 5 uM und
10 uM) sowie die Bestrahlung mit verschiedenen UVA- und UVB-Dosen. Nach einer 24-stiindigen
Postinkubation in FBS-freiem DMEM-Medium werden die Zellen fiir 1 h bei 4 °C mit Trichlores-
sigsdure (TCA) fixiert, mit Reinstwasser gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet. Die fi-
xierten Zellen werden fiir 10 min mit 0,4 %iger Sulforhodamin B Losung in 1 %iger Essigsdure
gefarbt, anschlieBend 5 Mal mit 1 %iger Essigsdure gewaschen und getrocknet. Zum Freisetzen
des Farbstoffs werden die Zellen mit einer TRIS-Losung (10 mM) fiir 5 min inkubiert und 100 pl
der Losung zur photometrischen Messung in 96-Well Platten tiberfiihrt. Die Absorption wird mit
Hilfe eines Mikroplattenspektralphotometers bei 492 nm und 620 nm gemessen. Zur Korrektur der

Hintergrundabsorption wird die Differenz der beiden Wellenldngen zur Auswertung verwendet.
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3.2.2 Apoptose (TUNEL-Test)

Bei der Apoptose handelt es sich um den ,programmierten Zelltod*. Die Zelle induziert eine
Apoptose u.a., um die Funktionalitit des gesamten Organismus zu erhalten. Verdnderungen in
der Regulation apoptotischer Signalwege konnen weitreichende Folgen fiir den Organismus ha-
ben und u.a. zu Krebs, Autoimmunerkrankungen sowie Herzinfarkt und Schlaganfall fiihren [45].
Apoptotische Zellen sind gekennzeichnet durch Verdnderungen in der Morphologie der Zelle, wie
das ,,Blebbing™ der Zellmembran (Bildung von membranumschlossenen apototischen Korperchen)
und die Bildung von apoptotischen Vesikeln [84]. AuBBerdem kommt es in apoptotischen Zellen zur
Fragmentierung der DNA [45]. Diese DNA-Fragmentierung wird in dem TUNEL-Assay (terminal
dUTP nick end-labeling) analysiert. Der Assay beruht auf dem Prinzip, dass durch Endonucleasen
gebildete DNA-Strangbriiche von terminalen Transferasen mit fluoreszierenden UTP-Derivaten
markiert und so sichtbar gemacht werden konnen.

Der TUNEL-Test wird mit dem DNA-Fragmentation Imaging Kit von Roche Diagnostics (Mann-
heim, D) durchgefiihrt. Dieses Kit besteht aus einer Kernfarbelosung (Hoechst 33342, ex =361 nm,
em = 486 nm), einer Enzymlosung (terminale Desoxyribonukleotidyltransferase), um freie 3'-
OH-Gruppen mit Fluorescein dUTP zu konjugieren und einer ,,Label“-Losung (ex = 494 nm,
em = 518 nm), welche einen Nukleotidmix mit Fluorescein dUTP enthlt. Fiir diesen Versuch wer-
den die HaCaT-Zellen in 96-Well-Platten kultiviert, wie in Abschnitt 3.1.3 beschrieben mit den
Substanzen inkubiert und nach einer Inkubationszeit von 24 h, wie in Abschnitt 3.1.4 beschrieben
mit 0 mJ/cm?, 10 mJ/cm?, 30 mJ/cm? und 50 mJ/cm? UVB bestrahlt und fiir 24 h in RPMI-Medium
postinkubiert. Nach der Postinkubation wird 90 % des Zellmediums entfernt, durch das gleiche Vo-
lumen an Fixierlosung (4 % Formaldehyd, 0,1 % Triton X-100) ersetzt und dann fiir 10 Minuten
bei Raumtemperatur (23 bis 27 °C) inkubiert. AnschlieBend wird der komplette Uberstand ent-
fernt und die fixierten Zellen mit 200 ul PBS gewaschen. PBS wird nach dem Waschen wieder
vollstandig entfernt und die Zellen mit 45 pl Reaktionslosung fiir 60 Minuten bei 37 °C inkubiert.
Die Reaktionslosung wird unmittelbar vor Gebrauch aus Enzym- und ,,Label“-Losung hergestellt
(1:10). Nach 60 Minuten werden 150 pl der frisch verdiinnten Kern-Farbelosung (1:1000 in PBS)
zu der Reaktionslosung gegeben und erneut fiir 5 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur (23
bis 27°C) inkubiert. AnschlieBend wird der komplette Uberstand entfernt und 200 ul PBS auf
die Zellen gegeben. Bis zur Vermessung im Fluoreszenz-Mikroskop werden die Platten vor Licht
geschiitzt autbewahrt und am gleichen Tag mikroskopiert. Die abschlieende Auswertung erfolgt

mit der Software Imagel.
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3.3 Zellulare Aufnahme und UV-Stabilitat der Carotinoide
in HaCaT-Zellen

Um die Aufnahme der untersuchten Carotinoide in HaCaT-Zellen, sowie deren Stabilitdt nach Be-
strahlung zu untersuchen, werden die Zellen in 10 cm-Dishes wie in Abschnitt 3.1.2 und 3.1.3
beschrieben kultiviert und mit den Substanzen inkubiert. Die Zellen werden jeweils mit 1,5 uM,
SuM und 10 uM DHIR- bzw. Lutein-Losungen inkubiert und wie in Abschnitt 3.1.4 beschrie-
ben mit 500 mJ/cm? und 1500 mJ/cm?> UVB sowie 10J/cm?, 20 J/cm? und 27,5 J/cm?> UVA be-
strahlt. Nach einer 24-stiindigen Postinkubation werden 900 ul Medium (Zelliiberstand) fiir die
Carotinoid-Analytik entnommen. Die adhédrenten Zellen werden mit einem Zellschaber von der
Oberfldche geldst und in 1 ml PBS suspendiert. Fiir die Proteinbestimmung nach Bradford wer-
den ca. 100 pl dieser Zellsuspension entnommen, die restlichen 900 ul werden fiir die Carotinoid-

Bestimmung in ein Probenrohrchen tiberfiihrt. Fiir die Carotinoid-Analytik per HPLC werden die

HPLC-Bedingungen

Sédule Suplex pKb-100, 250x4,6 mm

Flussrate 1 ml/min

Detektionswellenldange DHIR: 460 nm, Lutein: 444 nm

Laufmittel (Methanol/Acetonitril/Wasser/2-Propanol)
(52/42/4/2) (v/IvIvIv)

Tabelle 3.1: HPLC-Bedingungen der Carotinoid-Analytik

Carotinoide aus den Zellen extrahiert. Hierzu werden 500 ul THF und 100 pl Lésung des internen
Standards (3-Apo-8’-carotenal) zu der Zellsuspension zugegeben. Um die Carotinoide aus den
Zellen und der Zellmembran zu 16sen wird diese Losung gut gemischt und fiir 10 Minuten im Ul-
traschallbad behandelt. Die Extraktion der Carotinoide erfolgt anschlieend in 3 ml n-Hexan durch
erneutes Mischen und Ultraschallbehandlung. Ein Aliquot der organischen Phase (2,5 ml) wird in
ein neues Probenrdhrchen tiberfiihrt und im Stickstoffstrom getrocknet. Der Riickstand wird mit
etwas THF gespiilt und erneut getrocknet. AnschlieBend wird der Riickstand zunéchst in 50 ul THF
aufgenommen und dann weiter mit 400 pl Laufmittel verdiinnt. Fiir die HPLC-Analyse werden 50
bis 75 pl dieser Losung auf die Sdule gegeben.

Die Quantifizierung erfolgt tiber das Peakflichenverhéltnis der einzelnen Carotinoide und dem in-
ternen Standard. Die Carotinoidmenge in der Probe wird {iber eine extern erstellte Kalibriergerade

berechnet.
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3.4 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgt nach Bradford oder Lowry. Der Proteingehalt der Proben wird u.a.
zum Einstellen einer konstanten Proteinmenge bei Western Blot Versuchen oder fiir die Normie-

rung der aufgenommenen Carotinoid-Menge in die Zellen benétigt.

3.4.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford ist eine schnelle und sensitive Methode zur Konzentrati-
onsbestimmung von Proteinen in Zelllysaten [87]. Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass
der Triphenylfarbstoff Coomassie-Brilliant-Blau G250 unter sauren Bedingungen mit kationischen
und unpolaren Seitenketten von Proteinen Komplexe bildet. In ungebundener Form hat er ein Ab-

sorptionsmaximum bei 470 nm, welches sich nach Bindung an Proteine zu 595 nm verschiebt. Zur
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Abbildung 3.4: Coomassie-Brilliant-Blau G250

Quantifizierung der Proteine im Zelllysat wird eine externe Kalibriergerade mit Rinderserumal-
bumin (BSA) erstellt (0 bis 1,5 mg/ml). Fiir die Bestimmung wird das Bradford-Reagens 1:2 mit
Reinstwasser verdiinnt und jeweils 1 ml dieser Losung in eine Mikrokiivette gegeben. Von den so-
nifizierten Zelllysaten (siehe Abschnitt 3.9) werden jeweils 6 pl entnommen und zu der Bradford-
Losung in die Kiivetten gegeben. Der Blindwert enthélt statt des Probenlysats die gleiche Menge
Lysepuffer. Der Kiivetteninhalt wird gut gemischt, flir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und

anschlieBend wird die Losung bei 590 nm in einem Photometer vermessen.

3.4.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Proteinbestimmung nach Lowry ist ebenfalls eine Methode zur quantitativen Bestimmung von

Proteinen und geeignet fiir Messungen im Konzentrationsbereich von 0,1 bis 1,5 pg/ml [88]. Die
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Proteinbestimmung des Cytosol- bzw. Kern-Extraktes erfolgt mit Hilfe eines Kits der Firma Bio-
Rad (Miinchen, D). Das Kit besteht aus den Losungen A, B und S. Bei Losung A handelt es
sich um eine alkalische Kupfertartratlosung, Losung B enthilt das Folin-Reagens und Losung S
eine Tensidlosung. Die Arbeits-Losung A" wird jedes Mal frisch aus Losung S und Losung A
(1:50) hergestellt. 100 pl dieser Arbeitslosung werden zusammen mit 6 ul Probenlysat in eine Mi-
kroktivetten gegeben und vermischt. AnschlieBend werden 800 ul Losung B hinzugegeben und
erneut gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten kann die Absorption photometrisch
bei 750 nm gemessen werden. Die Quantifizierung erfolgt ebenfalls iiber eine externe Kalibrierge-

rade, die mit Rinderserumalbumin (BSA) erstellt wird.
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3.5 Bestimmung von DNA-Strangbriichen mit Hilfe des
alkalischen Comet Assays

Der Comet-Assay beruht auf dem Prinzip der Einzelzellgelelektrophorese (single-cell gel elec-
trophoresis), die von Ostling und Johanson (1984) erstmals eingefiihrt und spéter zur alkalischen
Variante weiterentwickelt wurde [89, 90]. Dazu werden kernhaltige Zellen nach Behandlung mit
potentiell gentoxischen Agenzien in Agarose aufgenommen und auf einen Objekttriger aufgetra-
gen. Die so fixierten Zellen werden unter alkalischen Bedingungen lysiert, wobei auch Zellmem-
branen zerstort werden und eine alkalische Denaturierung der DNA erfolgt. AnschlieBend werden
die Préaparate einer Elektrophorese unterzogen. Nach Durchfiihrung der Elektrophorese wird die
DNA mit einem DNA-bindenden Farbstoff (z.B. Midori Green oder Ethidiumbromid) angefarbt
und das Elektrophoresebild mikroskopisch ausgewertet. Ungeschidigte Zellen zeigen das Bild ei-
nes Kreises (urspriinglicher Zellkern). In geschéadigten Zellen orientieren sich DNA-Bruchstiicke

wihrend der Elektrophorese in Richtung Anode und bilden einen ,,Schweif*.
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Abbildung 3.5: Prinzip und Durchfiihrung des Comet Assays

Fiir den Comet-Assay werden die humanen dermalen Fibroblasten (hdF) in 6 cm-Zellkulturschalen
kultiviert und wie in Abschnitt 3.1.3 beschrieben mit den zu untersuchenden Substanzen inku-
biert. Nach Inkubation mit den Carotinoiden werden Strangbriiche durch Bestrahlung (300 mJ/cm?
UVB, 10J/cm? UVA) oder Inkubation mit Wasserstoffperoxid (500 uM H,O, fiir 2 h) hervorgeru-
fen. Nach der Induktion der Strangbriiche werden die Zellen abgeldst, die Zellsuspension in ein
Eppendorf-Reaktionsgefaf iiberfiihrt und bei 16 000 g/min fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uber-
stand wird verworfen und die Zellen in 200 pl ,,Low-Melting-Point“ Agarose bei 37 °C suspendiert,
auf mit Agarose beschichtete Objekttrager aufgetragen und mit einem Deckgldschen abgedeckt.
Die beschichteten Objekttrager miissen abkiihlen, anschlieBend wird das Deckgldschen vorsichtig
entfernt. Die Objekttridger werden tliber Nacht (mind. 12 h) bei 4 °C in Lysepuffer (siche Tabelle
2.5) inkubiert, dabei werden die Kernmembran sowie cytosolische und nukledre Proteine zerstort.
Die DNA verbleibt vorerst an der urspriinglichen Position des Zellkerns [91]. Der Lysepuffer
wird durch vorsichtiges Waschen mit Reinstwasser entfernt und die Objekttrdger waagerecht in
die Elektrophorese-Kammer gelegt. Die Inkubation (25 Minuten) mit alkalischem Elektrophorese-
Puffer (pH > 13) sorgt fiir eine Aufwindung der DNA und generiert Einzelstridnge. Au3erdem

werden alkali-labile Stellen in Strangbriiche tiberfiihrt. Die Elektrophorese wird anschlie3end fiir
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25 Minuten bei 25V und 300 mA durchgefiihrt. Die entstandenen Strangbriiche sorgen fiir eine
Orientierung der chromosomalen DNA im elektrischen Feld. Wie DNA-Strangbriiche die Aus-
pragung und Umfang der ,,Kometen* bestimmen, ist nicht vollstindig aufgeklart. Nach heutiger
Auftfassung bildet die intakte DNA unter den Bedingungen des Comet Assays superspiralisierte
Schleifenstrukturen aus, die an Bestandteile der Zellmatrix (z.B. Proteine) tliber ionische Wech-
selwirkungen gebunden sind und im elektrischen Feld kaum wandern (Kopf des Kometen). DNA
Strangbriiche fiihren zum Verlust der Superspiralisierung und in der Folge kann die DNA sich
Richtung Anode orientieren (Schweifbildung). Die Schweife wiirden in diesem Fall hauptséchlich
aus gestreckten DNA-Schleifen bestehen. In welchem Umfang einzelne Bruchstiicke insbesondere
bei umfangreicher Fragmentierung der DNA zur Schweifbildung beitragen ist nicht abschlieend
geklart. Bei schwerer Schidigung findet man im Comet Assay in zunehmendem Malle DNA Frag-
mente ohne Verbindung zum Kern was zu Kometen fiihrt, deren DNA vollstindig beweglich ge-
worden ist und ausschlieBlich im Schweif vorliegen [91, 92].

Nach erfolgter Elektrophorese werden die Objekttriger vorsichtig mit Reinstwasser und anschlie-
Bend dreimal fiir 5 Minuten mit Neutralisationspuffer gewaschen. Nach der Fixierung mit 80 %igem
Ethanol werden die Objekttridger tiber Nacht (mind. 12 h) getrocknet. Vor dem Mikroskopieren
werden jeweils 100 ul ,,Midori Green“-Ldsung (1,5 pul Midori Green DNA Farbstoff auf 100 ml
Reinstwasser) auf die Objekttriger gegeben und somit die DNA angeféarbt. Die Proben werden
zligig mit einem Fluoreszenzmikroskop analysiert, wobei 30-50 Zellkerne fotografiert werden,

welche anschlieBend mit der Software CometScore™ ausgewertet werden.
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Abbildung 3.6: Darstellung eines ,,Comets™ mit der Software CometScore™

Fiir die Auswertung der Kometen gibt es verschiedene Mdglichkeiten. Eine Methode beruht auf
der Auswertung der Langen des Kometenschweifs (,,Tail Length*), wobei die Lange des Schweifs
als direkt proportional zur Fragmentgrof3e angesehen wird. Weitere Moglichkeiten zur Auswertung
sind die Bestimmung der Intensitét der Schweiftarbung (,,Tail Moment*) und die Bestimmung des
relativen Verhiltnis der Intensitidten im Schweif zum Kern (,,Tail Intensity*). Aus der ,,Tail In-
tensity” ldsst sich der prozentuale Anteil der DNA im Schweif berechnen (sieche Abbildung 3.6),
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welcher als direkt proportional zum prozentualen Anteil der geschédigten DNA angesehen wird
[93].

3.5.1 Bestimmung von oxidativen DNA-Schaden

Mit einer weiteren Variante des Comet Assays konnen oxidative Schiaden an der Purinbase Guanin
bestimmt werden. Hierzu wird die Probe vor der Elektrophorese mit 8-Oxoguanin DNA Glykosy-
lase-1 behandelt. Das Enzym gehort zu den Reparaturenzymen der Basenexzisionsreparatur. Es
erkennt selektiv Stellen auf der DNA mit den oxidierten Basen 7,8-Dihydro-8-oxoguanin und 2,6-
Diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin (FapyG) und katalysiert deren hydrolytische Entfer-

nung. Durch die Entfernung der verdnderten Basen entstehen ,,apurine® Stellen, welche durch die
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Abbildung 3.7: Strukturformeln von 7,8-Dihydro-8-oxoguanin und 2,6-Diamino-4-hydroxy-5-
formamidopyrimidin (FapyG)

alkalische Behandlung in Strangbriiche umgesetzt werden.

Zur Analyse dieser Schiiden wird das hOGG1 FLARE™™ Assay Kit von Trevigen® verwendet.
Das Kit besteht aus einer Enzymlosung (hOGG1: 100 U), einem Puffer zur Enzymverdiinnung
(REC™ Dilution Buffer), einer weiteren Pufferlosung (FLARE™ Buffer 1) und einer BSA-Ldsung
(BSA Additive). Die Enzymlésung wird zunichst 1:1000 in dem mitgelieferten Puffer (REC™

Lyse Inkubation mit hOGG1
4°C,>12h 37°C.1h

Neutralisation DNA-Denaturierung
pH 7.5 Elektrophorese

Auswertung

Abbildung 3.8: Prinzip und Durchfiihrung des Comet Assays zur Bestimmung von oxidativen
Schiden
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Dilution Buffer) verdiinnt. Die verdiinnte Enzymldsung wird unmittelbar vor Gebrauch weiter in
Reaktionspuffer (FLARE™ Buffer 1 (4 %), BSA Additive (1 %) in Reinstwasser) 1:75 verdiinnt.

Die Ausfiihrung dieser Variante des Comet Assays ist bis zur Lyse analog der Durchfiihrung des im
vorherigen Abschnitt beschriebenen alkalischen Comet Assays. Die Induktion der DNA-Schiden
erfolgt hier mit UVA-Bestrahlung (10 J/cm?). Nach der Inkubation mit Lysepuffer {iber Nacht
(mind. 12 h) bei 4 °C werden die Zellen vorsichtig dreimal mit einer Pufferlésung (FLARE™ Buf-
fer 1 (1:25) in Reinstwasser) gewaschen und fiir 1 h bei 37 °C mit 75 ul hOGG1 EnzymlGsung in
einer Feuchtigkeitskammer inkubiert. AnschlieBend werden die Zellen zur Entwindung der DNA
fiir 25 Minuten in Elektrophorese-Puffer in der waagerechten Elektrophorese-Kammer inkubiert.
Die weitere Durchfiihrung entspricht der des alkalischen Comet Assays. Fiir die Auswertung wer-
den zusitzlich zu jeder bestrahlten Probe unbestrahlte Proben mit Enzym (Kontrollen) behandelt.
Fiir die Bestimmung der UVA-induzierten DNA-Modifikationen, werden die Kontrollen anschlie-

Bend jeweils von der Probe abgezogen.
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3.6 Entwicklung einer HPLC-Methode zur Bestimmung
von Thymindimeren

Thymindimere sind eine der haufigsten UV-induzierten DNA-Modifikationen. Sie entstehen nach
der Absorption von Licht im UVB- und UVC-Bereich durch [2+2]-Cycloaddition zweier be-
nachbarter Thymin-Basen in der DNA. Neben der Bildung von Cyclobutanthymindimeren (siche
Abbildung 4.18) ist auch die Bildung von weiteren Photoprodukten (6-4 Photoprodukt, Dewar-
Photoprodukt) moglich. AuBBerdem ist die Bildung weiterer Cyclobutanpyrimidindimere, z.B. das
Homodimer der DNA-Base Cytosin sowie das Heterodimer der Basen Thymin und Cytosin moglich.
Mit der hier beschriebenen Methode wird selektiv die Bildung von Cyclobutanthymindimeren un-
tersucht, wobei nicht zwischen den verschiedenen Isomeren unterschieden wird. Im Folgenden

werden diese Cyclobutanthymindimere mit dem Begriff ,,Thymindimere* (TD) beschrieben.
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Abbildung 3.9: Bildung von Thymindimeren

Im Rahmen dieser Arbeit wird eine HPLC-Methode zur Bestimmung von Thymindimeren ent-
wickelt. Ein Standard fiir Thymindimere ist nicht erhéltlich, daher wird der Standard syntheti-
siert. Zur Herstellung der Thymindimere wird zunachst eine wassrige Thymin-Losung hergestellt
(400 mg/1). Diese wird in Portionen a 35 ml in 14,5 cm-Kulturschalen aufgeteilt und bei —20°C
gefroren. Die gefrorenen Losungen werden 30 Minuten mit UVC (254 nm) bestrahlt und anschlie-
Bend aufgetaut. Dieser Gefrier-Bestrahl-Auftau-Zyklus wird Smal wiederholt [94]. Aufgrund der
Unloslichkeit von Thymin in Ethanol, wird Ethanol als Extraktionsmittel verwendet, um nicht um-
gesetzte Edukt-Reste abzutrennen. Nach vollstindiger Abtrennung von Thymin-Resten wird das
Produkt in siedendem Wasser umkristallisiert und unter Vakuum getrocknet [94].

Die Reinheit des erhaltenen Produkts wird mit folgenden Methoden tiberpriift: HPLC-Bestimmung
bei einer Detektionswellenlinge von 264 nm, Massenspektrum, 'H-NMR und *C-NMR.
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3.6.1 Reinheitsuiberprifung des Standards

In Abbildung 3.10 sind die Absorptionsspektren von Thymin und TD dargestellt. Es ist zu erken-
nen, dass TD bei der Wellenldnge 264 nm keine Absorption mehr besitzen.

Wenn das Edukt Thymin vollstdndig entfernt wurde, besitzt der hergestellte Standard bei 264 nm
keine Absorption mehr (siche Abbildung 3.10) [94].
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Abbildung 3.10: Absorptionsspektren von Thymin und Thymindimer [95]

Zur Uberpriifung des Standards auf Restmengen an Edukt, wurde ein HPLC-Chromatogramm bei
einer Detektionswellenlédnge von 264 nm aufgenommen (siche Anhang).

Zur weiteren Reinheitstiberpriifung und zur niheren Charakterisierung des synthetisierten Stan-
dards werden jeweils vom Edukt Thymin sowie vom Produkt Thymindimer ‘H- und 3C-NMRs
aufgenommen, welche im Anhang abgebildet sind. Fiir den Thymindimer-Standard wird zudem

ein Massenspektrum aufgenommen, das ebenfalls im Anhang gezeigt ist.

HPLC-Bedingungen

Saule RP-18, 250x4,6 mm

Flussrate 1 ml/min

Wellenldnge 264 nm

Laufmittel 50 mM Na,HPO,/NaH>PO, (pH 6,5)

Tabelle 3.2: HPLC-Bedingungen zur Reinheitsiiberpriifung des Thymindimer-Standards
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3.6.2 UVB-abhangige Bildung von Thymindimeren

Nach Herstellung der Standardverbindung soll die Abhangigkeit der Thymindimerbildung von der
UVB-Dosis bestimmt werden, wozu eine wissrige 2mM Thyminldsung im gefrorenen Zustand
mit 0,3 J/cm?, 0,5 J/ecm?, 1 J/cm?, 2 J/em? und 3 J/cm? UVB bestrahlt wird. Die Bestrahlung wird 5
Mal wiederholt, wobei nach jeder Bestrahlung eine Probe entnommen wird, um die UVB-abhéngi-
ge Thymindimerbildung und den Einfluss der wiederholten UVB-Exposition im Modellsystem
zu bestimmen. Die Proben werden in die HPLC injiziert und bei 220 nm vermessen. Die HPLC-
Bestimmung erfolgt nach [96], wobei in Abanderung der Methode statt Wasser ein Phosphat-Puffer

als Laufmittel verwendet wird (siehe Tabelle 3.3).

HPLC-Bedingungen

Saule RP-18, 250x4,6 mm

Flussrate 1 ml/min

Wellenldnge 220nm

Laufmittel 50 mM Na,HPO,4/NaH5PO, (pH 6,5)

Tabelle 3.3: HPLC-Bedingungen der Thymindimer-Analytik

3.6.3 Bestimmung von Thymindimeren in Modellsystemen

Die UVB-abhingige Thymindimerbildung konnte im vereinfachten Modellsystem der gefrore-
nen Thyminlosung gezeigt werden. Im Folgenden wird die UV-abhangige Thymindimerbildung
in komplexeren Modellsystemen (Oligonucleotide, Blutproben) untersucht. Fiir diesen Versuch
werden die Oligonucleotide (siche Tabelle 3.4) bzw. die DNA aus menschlichen Blutproben mit
UV-Licht bestrahlt. AnschlieBend werden die Basen aus der DNA durch Hydrolyse freigesetzt und
isoliert. Hierzu werden zwei verschiedene Methoden verwendet: eine saure DNA Hydrolyse mit

Trifluoressigsdure und eine enzymatische Hydrolyse.

Verwendete Oligonucleotide

Oligonucleotid 1 5-ATCTCCTCTTCTCGTTCCTC
Oligonucleotid 2 5-GTGTTGCCTGCTGCCTTC
Oligonucleotid 3 5'-GGTTGG

Tabelle 3.4: Oligonucleotide fiir die Modellversuche zur Thymindimerbildung
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3.6.3.1 Thymindimerbildung im Modellsystem (saure Hydrolyse der DNA)

Fiir die Versuchsreihe wird zunéchst eine wassrige Losung des Oligonucleotids 1 (siehe Tabelle
3.4) (100 uM) hergestellt und in Quarzkiivetten 3 Mal fiir 30 Minuten mit UVC bestrahlt. Zwi-
schen den Bestrahlungen wird die Losung gut gemischt. Nach der Bestrahlung wird die Losung
bei 160 °C bis zur Trockne eingedampft. Fiir die Hydrolyse werden 1 ml Trifluoressigsdure (TFA)
hinzugegeben und fiir 2 h bei 160 °C inkubiert [96]. Nach erfolgter Hydrolyse wird das Gemisch
mit 3 ml Toluol versetzt und anschlieBend im Rotationsverdampfers die Fliissigkeit vollstdndig ab-
gezogen. Der Riickstand wird in 50 pl Laufmittel aufgenommen und auf die HPLC-Saule gegeben.
In der Versuchsreihe wird auch eine wissrige Losung von Kalbs-Thymus DNA hergestellt und
in Quarzkiivetten mit 2 J/cm?> UVB bestrahlt. Die Hydrolyse und Aufarbeitung der Probe erfolgt

analog.

3.6.3.2 Thymindimerbildung im Modellsystem (enzymatische Hydrolyse der DNA)

Fiir die Versuchsreihe wird ein weiteres Oligonucleotid sowie humane DNA, extrahiert aus mo-
nonukleiren Zellen, verwendet. Das Oligonucleotid 3 wird fiir 40 min mit UVC oder mit 2 J/cm?
UVB bestrahlt. Die humane DNA Probe wird fiir 30 min mit UVC bestrahlt. Nach der Bestrahlung
werden die Losungen in 1,5 ml Reaktionsgefdfle gegeben und bei 60 °C bis zur Trockne einge-
dampft. Durch die Zugabe von 34 ul Enzym-Cocktail I (siehe Tabelle 3.5) wird die enzymatische
Hydrolyse der DNA gestartet. Die Inkubation erfolgt fiir 3 h bei 37 °C. AnschlieBend werden 70 pl
Enzym-Cocktail II (siehe Tabelle 3.5) zugegeben und iiber Nacht (mind. 12 h) bei 37 °C inku-
biert. Die Cut-off-Spin Filter werden mit 300 ul Reinstwasser gespiilt (45 min, 6000 g/min). Die
hydrolysierte DNA wird auf die Zentrifugenseparationsfilter gegeben und 45 min bei 6000 g/min
zentrifugiert. Die erhaltene Losung wird direkt fiir die HPLC-Bestimmung eingesetzt.

Enzym-Mischungen

Enzym-Cocktail I 4000 U/ml DNAse I, 200 U/ml Nuklease P1, 10 mM
Zinkchlorid, 100 mM Butylhydroxytoluol in 30 mM
Natriumacetat-Losung (pH 6,8)

Enzym-Cocktail II 100 U/ml Phosphodiesterase I, 17 000 U/ml alkalische

Phosphatase in 30 mM Natriumacetat-Losung (pH
7,8)

Tabelle 3.5: Enzym-Mischungen fiir die enzymatische Hydrolyse der DNA [21, 97]
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3.6.3.3 Isolierung von mononukledren Zellen

Mittels Venenpunktion werden 30 ml Blut in EDTA/Heparinrohrchen entnommen und mit PBS
(1:2) gemischt. In zwei sterilen 50 ml Proben-Réhrchen werden jeweils 15 ml Ficoll vorgelegt
und vorsichtig jeweils 30 ml Blut/PBS-Gemisch mit einer sterilen Pipette zu Ficoll gegeben. Das
Gemisch wird bei 1500 g/min und 20 °C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation werden die Inter-
phasen vorsichtig abgenommen und in neue Proben-Roéhrchen tiberfiihrt. Die Interphasen werden
fiir 10 min bei 500 g/min zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und die erhaltenen Pellets
werden zweimal mit sterilem PBS gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt werden die Zell-
pellets, die nun die mononukledren Zellen enthalten, jeweils in 1 ml PBS aufgenommen und bei
-20°C gelagert.

3.6.3.4 DNA-Isolierung aus mononuklearen Zellen

Die Extraktion der DNA aus mononukleédren Zellen erfolgt mit einem DNA-Extraktions-Kit nach
dem Spin-Protokoll (DNA Purification from Blood and Body Fluids, http://www.qiagen.com/lite-
rature/), wobei jeweils 200 ul Probe eingesetzt werden. Fiir die Konzentrationsbestimmung werden
jeweils 2 ul abgenommen und die DNA-Konzentration photometrisch bei 260 nm bestimmt, wobei
eine Absorption von 1 einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA entspricht. Die so

erhaltene Losung wird direkt fiir die Bestrahlungsversuche verwendet.

3.7 Biochemische Methoden zur Bestimmung von
Cyclobutanpyrimidindimeren

Die in diesem Abschnitt beschriebenen biochemischen Methoden zur Bestimmung von Cyclobu-
tanpyrimidindimeren, Dot Blot und die immunzytochemische Féarbung, beruhen auf einer Antigen-
Antikorper-Reaktion der Cyclobutanpyrimidine als Antigene mit entsprechenden Antikorpern. Der
verwendete primare Antikorper reagiert mit (5°-6")-Cyclobutanpyrimidindimeren der Basen Thy-
min und Cytosin (sieche Abbildung 3.11). Im Folgenden werden diese Verbindungen unter dem

Begriff Cyclobutanpyrimidindimere (CPD) zusammengefasst.

o 0 NH, o) o NH; NH, NH;
N NH NF NH HN X\ NF XN
A AT AN AN AN A NS
Fl{ TT Fl{ FL CT FL FL TC FL FL CC FL

Abbildung 3.11: Strukturformeln der Cyclobutanpyrimidindimere, die in der Reaktion mit dem
primdren Antikorper erfasst werden
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3.7.1 Dot Blot

Der Dot Blot ist eine einfache Methode zur Bestimmung von Molekiilen, die mit Antik6rpern mar-
kiert sind. Die Proben werden punktformig auf eine Trigermembran aufgetragen und anschlieBend
wird die Zielstruktur (hier CPDs) iiber eine Antikorper-Reaktion nachgewiesen. Es erfolgt keine
weitere elektrophoretische Auftrennung, wie z.B. bei der Southern Blot Analyse.

Zunichst wird der Dot Blot mit dem bestrahlten Oligonucleotid 1 (siehe Tabelle 3.4) durchgefiihrt,
um eine CPD-Bildung in diesem Modellsystem nachzuweisen. Hierzu werden drei Aliquots der
wissrigen Oligonucleotid-Losung 1 in Quarzkiivetten jeweils dreimal fiir 30 min mit UVC be-
strahlt und anschlieBend auf die Tragermembran aufgetragen.

Um unspezifische Bindungen der Antikorper zu vermeiden, werden mogliche Bindungsstellen der
DNA auf der getrockneten Membran fiir 1h in 5%igem Milchpulver geblockt und nach Ent-
fernen des Milchpulvers 1h bei Raumtemperatur (23 bis 25°C) mit dem primdren Antikorper
(anti-Thymindimer, mouse, T1192, clone H3) inkubiert. Alle verwendeten Antikérper werden in
5%iger Milchpulverlosung (w/v TBST) verdiinnt. Nach vollstindigem Entfernen des ungebunde-
nen primaren Antikorpers durch mehrmaliges Waschen mit TBST, erfolgt die Inkubation mit dem
sekunddren Antikorper (Goat anit-mouse IgG (HRP)). Der sekundére Antikorper wird mit Hil-
fe eines Chemilumineszenz-Kits auf Meerettichperoxidase-(HRP)-Basis auf einem Rontgenfilm
(Exposition ca. 5 bis 40 min) in einer lichtundurchladssigen Kassette sichtbar gemacht.

Als néchstes wurde die Dot Blot Methode mit Zellkulturproben durchgefiihrt, um herauszufinden,
ob eine UV-induzierte CPD-Bildung auch in hdF nachgewiesen werden kann und ob die verwende-
ten Carotinoide moglicherweise die Bildung verhindern. Fiir diesen Versuch werden hdF in 10 cm-
Zellkulturplatten kultiviert, wie in Abschnitt 3.1.3 und 3.1.4 beschrieben inkubiert und mit un-
terschiedlichen UVB-Dosen (300 mJ/cm?, 500 mJ/cm?, 1000 mJ/cm? und 1500 mJ/cm?) bestrahlt.
Als Positivkontrolle werden Zellen mit UVC (5 min, 254 nm) bestrahlt. Nach einer Postinkubation
in FBS-freiem DMEM fiir 24 h werden die Zellen mit einer Trypsin/EDTA-PBS-Mischung (1:1)
von den Zellkulturplatten abgeldst. Durch Zugabe von Komplettmedium wird der Trypsinierungs-
vorgang abgestoppt und die erhaltene Zellsuspension zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen
und das Zellpellet in 200 pl PBS aufgenommen. Die Proben werden bis zur weiteren Bearbeitung
bei —20°C gelagert.

Die Extraktion der DNA erfolgt mit einem DNA-Extraktions-Kit gemél3 Herstellerangaben, wobei
jeweils 200 ul Probe eingesetzt werden und zweimal mit 30 ul Reinstwasser eluiert wird. Fiir die
Konzentrationsbestimmung werden jeweils 2 pl abgenommen und die DNA-Konzentration pho-
tometrisch bei 260 nm bestimmt, wobei eine Absorption von 1 einer Konzentration von 50 pg/ml
doppelstrangiger DNA entspricht. Die Konzentrationsbestimmung dient zur Normierung der Er-
gebnisse auf die eingesetzte DNA-Menge. Die Proben werden anschlieend komplett punktférmig
auf eine positiv geladene Nylonmembran (Hybond-N* Membran) aufgetragen.

Die Durchfiihrung des immunologischen Nachweises erfolgt analog zur Bestimmung der CPDs in

Oligonucleotiden.
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3.7.2 Immunzytochemische Farbung

Die immunzytochemische Farbung (Immunostaining) ist eine immunchemische Methode zur Be-
stimmung von Antigenen in fixierten Zellen. Antigene, in diesem Fall Cyclobutanpyrimidindime-
re, werden mit Hilfe von spezifischen Antikorpern tiber eine Antigen-Antikorper Wechselwirkung
nachgewiesen. Die fluoreszenzmarkierten sekundidren Antikorper kénnen unter dem Mikroskop
mit geeigneten Anregungswellenldngen sichtbar gemacht werden. Diese Methode wurde erstmals
von Coons et al. zum Nachweis von Antigenen in Geweben verwendet [98].

Hierzu werden hdF in 24-Well Platten auf runden Deckglidschen bis zu einer Konfluenz von 80
bis 90% kultiviert. AnschlieBend werden die Zellen fiir 24 h mit Carotinoiden behandelt und in
HBSS mit verschiedenen UVB-Dosen (100 mJ/cm?, 200 mJ/cm? und 300 mJ/cm?) bestrahlt. Nach
der Bestrahlung werden die Zellen entweder direkt bei —20°C fiir 10 Minuten in Methanol fixiert
(Oh Postinkubation) oder vor der Fixierung fiir 24 h in FBS-freiem DMEM postinkubiert. Nach
der Fixierung werden die Zellen mit einer Blockierlosung (siehe Tabelle 2.6) fiir 1h behandelt und
anschliefend tiber Nacht bei 4°C mit dem spezifischen primiren Antikorper gegen Cyclobutan-
pyrimidindimere (mouse, Sigma-Aldrich, T1192, clone H3) inkubiert. Dieser Antikorper reagiert
spezifisch mit (5°-6")-Cyclobutanpyrimidindimeren der Basen Thymin und Cytosin (siche Abbil-
dung 3.11). Der sekundire Antikdrper (ALEXA Fluor® 556) wird fiir 45 Minuten bei 37°C im
Dunkeln auf die Zellen gegeben. Nachdem der ungebundene sekundire Antikorper vollstdndig ent-
fernt ist, werden die Deckgldschen mit ProLong®gold antifade (Invitrogen, Darmstadt, Deutsch-
land) auf Objekttrigern fixiert. Dieses Reagens enthélt bereits ein Fixiermittel, Bleichmittel und
den DNA Farbstoft 4,6 -Diamidin-2-phenylindolhydrochlorid (DAPI). Die Objekttrager werden
mindestens 12 h getrocknet und bei 4°C gelagert. Die Proben werden mit dem Fluoreszenzmikro-
skop Axiovert 100TV analysiert (em: 461 nm, 573 nm, 519 nm; ex: 258 nm, 556 nm, 495 nm). Zur
densitometrischen Auswertung der Bilder werden zufillig ausgewéhlte Kerne verwendet und mit
ImagelJ analysiert. Bestrahlte Kontrollen (Oh) werden als Referenz herangezogen und auf 100%

gesetzt.
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3.8 Translokalisation von NFxB in HaCaT-Zellen nach
UVB-Bestrahlung

Die Translokalisation von NFxB vom Cytosol in den Kern von HaCaT-Zellen wird mit immunzy-
tochemischer Farbung sowie mittels Western Blot Verfahren untersucht, wobei fiir letzteres Ver-

fahren zunichst die Cytosol- und Kernfraktion isoliert werden.

3.8.1 Immunzytochemische Farbung

Die Durchfiihrung der immunzytochemischen Fiarbung von NFxB in HaCaT-Zellen nach UVB-
Bestrahlung ist in weiten Teilen identisch mit der immunzytochemischen Bestimmung der Thy-
mindimere in hdF (siehe Abschnitt 3.7.2). HaCaT-Zellen werden in 24-Well Platten auf runden
Deckglédschen bis zu einer Konfluenz von etwa 80 % kultiviert und wie in Abschnitt 3.1.3 und
3.1.4 beschrieben, inkubiert und bestrahlt. Nach der Bestrahlung werden die Zellen entweder di-
rekt bei —20°C fiir 10 Minuten fixiert (Oh Postinkubation) oder vor der Fixierung fiir 6 bzw. 24 h in
FBS-freiem RPMI postinkubiert. Nach der Fixierung werden die Zellen mit einer Blockierlsung
(siche Tabelle 2.6) fiir 1 h behandelt und anschlie8end iiber Nacht bei 4°C mit dem spezifischen
primdren Antikorper (siehe Tabelle 3.7) inkubiert. Die weitere Durchfiihrung ist identisch mit der
immunzytochemischen Bestimmung der Thymindimere in hdF, wobei als sekundirer Antikorper
ALEXA Fluor® 488 verwendet wurde (sieche Abschnitt 3.7.2).

3.8.2 Western Blot Verfahren

Fiir die Probenvorbereitung zur NFxB-Bestimmung werden die HaCaT-Zellen in 10 cm-Zellkul-
turschalen kultiviert und wie in Abschnitt 3.1.3 und 3.1.4 beschrieben inkubiert und bestrahlt. Nach
erfolgter Postinkubation (6 h, 24 h) wird das Medium entfernt und das Zelllysat wie im folgenden
Abschnitt beschrieben in eine cytosolische und eine Kernfraktion aufgetrennt. Die Proteinbestim-
mung der Extrakte erfolgt nach der Methode von Lowry. Zur Western Blot Analyse werden jeweils

20 pg Protein mit Blaupuffer versetzt und fiir 5 Minuten bei 95 °C erhitzt.

3.8.2.1 Trennung von Kern- und Cytosolfraktion

Fiir die Untersuchung der Translokalisation von NF«xB ist es notwendig die Cytosol- und Kern-
Fraktion getrennt voneinander zu untersuchen. Zur Trennung wird ein Kit ,NE-PER Nuclear and
Cytoplasmic Extraction Reagents” von Thermo Scientific verwendet. Dieses Kit besteht aus den
Losungen ,,Cytoplasmic Extraction Reagent (CER) I, CER II und ,Nuclear Extraction Reagent*
(NER).

Die adhérenten Zellen werden zweimal mit PBS gewaschen, mit Hilfe eines Zellschabers von der
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Oberfldche geldst und in 500 pl PBS suspendiert. Alle weiteren Arbeitsschritte werden bei 4 °C
bzw. auf Eis durchgefiihrt. Das Zelllysat wird in sterile 1,5 ml Reaktionsgefille gegeben und bei
35000 g/min und 4 °C fiir 5 Minuten zentrifugiert. Anschlieend wird der Zelliiberstand abgenom-
men und verworfen. Um die cytosolische Membran aufzubrechen werden zunéchst 100 ul CER 1
hinzugefiigt und griindlich gemischt, so dass das Zellpellet komplett suspendiert ist. Nach einer
10-mintitigen Inkubation auf Eis werden 5,5 ul CER II zugegeben, gemischt und erneut fiir 1 Mi-
nute auf Eis inkubiert. AnschlieBend wird wieder griindlich gemischt und dann bei 55 000 g/min
fiir 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der Zelliiberstand (Cytosol-Extrakt) wird abgenommen und
in vorgekiihlte Reaktionsgefal3e tiberfiihrt. Fiir die Kernextraktion wird das Zellpellet in 50 ul NER
suspendiert und fiir 10 Minuten auf Eis inkubiert. Dieser Vorgang (Mischen, Inkubation auf Eis)
wird weitere 4 Mal wiederholt. Der Extrakt wird erneut bei 55 000 g/min fiir 10 Minuten bei 4 °C
zentrifugiert und der Uberstand (Kernfraktion) ebenfalls in vorgekiihlte Reaktionsgefie gegeben.
Die Extrakte werden bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.8.2.2 Western Blot

Unter ,.Blotting” versteht man die Ubertragung von Proteinen, DNA oder RNA auf eine Triger-
membran. Je nachdem welche Substanz tibertragen wird, handelt es sich daher um einen Southern
Blot (DNA) [99], Northern Blot (RNA) oder Western Blot (Protein) [100]. Western Blot ist eine
Methode zur spezifischen Detektion von Proteinen in Zelllysaten. Diese Technik wurde 1980 von

W. Neal Burnette entwickelt [101]. Zur Auftrennung des Proteingemisches wird die diskontinu-

Trenngel Sammelgel
Wasser 43,0 % 70,4 %
Rotiphorese Gel 40 30,0% 14,5 %
1,5M TRIS pH 8,8 25,0% 13,0 %
10 % SDS 1,0 % 1,0%
10% APS 1,0% 1,0 %
TEMED 0,1% 0,1 %

Tabelle 3.6: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels (Gewichts %)

ierliche SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) verwendet. Es wird

ein aus Acrylamidmonomeren bestehendes Polymer, welches zusammen mit N,N’-Methylenbisacrylamid
ein dreidimesionales Netzwerk bildet, verwendet, in dem sich die Proteine im elektrischen Feld
aufgrund ihres Molekulargewichts auftrennen. Die Polymerisation wird durch die Zugabe von Am-
moniumpersulfat und N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) gestartet (siche Abbildung

3.12).
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Das Elektrophorese-Gel setzt sich aus Sammel- und Trenngel zusammen. Das neutrale Sammel-
gel dient zur Fokussierung der Proben, wahrend im basischen Trenngel die Probenauftrennung
erfolgt. Durch Denaturierung und bei basischem pH-Wert des Trenngels liegen die Proteine in
linearer Form vor, wobei die negative Ladung der SDS-Molekiile die Eigenladung der Proteine
tiberkompensiert. Aus diesem Grund erfolgt die Auftrennung bei SDS-PAGE ausschlief8lich nach
Molekulargewicht und Porengrof3e des Gels. Die Eigenladung der Proteine ist vernachléssigbar.

Das Gel wirkt hierbei als Molekularsieb, in dem Proteine mit h6herem Molekulargewicht durch
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Abbildung 3.12: Struktur eines Polyacrylamidgels

das Gel stérker retardiert werden. Aus diesem Grund muss die Porengrof3e des Gels auf das Mo-
lekulargewicht der zu untersuchenden Proteine angepasst werden. Die Gele werden in Plastikkas-
setten (10x 10 cm) gegossen, gegen Austrocknung geschiitzt verpackt und bis zur Verwendung bei
4°C gelagert.

Die Elektrophorese erfolgt in einem Laufpuffer (Tabelle 2.7) bei 25 mA/Gel im Sammel- bzw.
40mA/Gel im Trenngel. Als GroBenmarker werden 5pul ,Prestained Protein Ladder
(10 bis 170kDa)* aufgetragen. Nach erfolgreicher Proteinauftrennung im Gel erfolgt die Uber-
tragung der Proteine von dem Gel auf eine Tragermembran. Hierzu wird eine Nitrocellulosemem-
bran verwendet. Die Ubertragung wird als Semi-Dry Blot (siche Abbildung 3.13) durchgefiihrt.
Die Blot Anordnung setzt sich aus jeweils 2 Lagen Whatmanpaper getrankt mit Anodenpuffer
1 bzw. 2, der Membran, dem Gel und zwei Lagen Whatmanpaper getrankt mit Kathodenpuffer
zusammen (sieche Abbildung 3.13). Dieses als ,,Sandwich* bezeichnete System wird zwischen An-
ode und Kathode gespannt, um eine Ubertragung der Proteine von dem Gel auf die Membran
zu erreichen. Der Transfer erfolgt bei 60 mA/Gel fiir 2,5 h. Zur Transferkontrolle wird die Mem-
bran anschlieBend mit Ponceau-S geférbt. Die Ponceau-S-Féarbung kann durch mehrmaliges Wa-
schen mit TBST wieder entfernt werden. Zur Verhinderung unspezifischer Antikorperbindungen,

wird die Membran vor der Inkubation mit primdrem Antikorper in einer 5 %igen (w/v) Milchpul-
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Abbildung 3.13: Semi-Dry Blot

verlosung in TBST fiir 1 h geblockt. Die Inkubation der primdren Antikorper erfolgt tiber Nacht
(mind. 12h) bei 4 °C. AnschlieBend wird der ungebundene primére Antikérper durch mehrma-
liges Waschen mit TBST entfernt und die Membran fiir 1 h bei Raumtemperatur (23 bis 25 °C)
mit dem sekunddren Antikorper inkubiert. Die verwendeten Konzentrationen an priméaren und se-
kundéren Antikorpern sind in Tabelle 3.7 aufgelistet. Zur Visualisierung des Enzym-markierten se-
kundiren Antikorpers werden je nach zu erwartender Signalstirke 500 ul SuperSignal®Pico bzw.
300 pl SuperSignal®Femto auf die Membran gegeben und nach kurzer Einwirkzeit wieder entfernt.
Das gekoppelte Enzym (Meerettichperoxidase - HRP) setzt das zugegebene Substrat zu einem
lumineszierenden Produkt um, welches auf Rontgenfilmen sichtbar gemacht werden kann. Die
densitometrische Auswertung der Proteinbanden erfolgt anschlieBend mit der Software Imagel.

Ladekontrollen dienen zur Uberpriifung der gleichmiBigen Auftragung der Proteinmenge in al-

Verdiinnung primérer AK Verdiinnung sekundirer AK
NFxB 1:1000 1:10000
B-Actin 1:1000 1:10000
Lamin B Rezeptor  1:1000 1:10000

Tabelle 3.7: AntikGrper zur Bestimmung von NFxB

len Taschen des Gels. Hierzu sollten Proteine verwendet werden, deren Expression in den Zellen
konstant ist (,,housekeeping proteins®). Bei diesem Versuchen wird als Ladekontrolle des Cytosols
die Expression von (3-Actin und des Kerns die Expression des Lamin B Rezeptors verwendet. Die
verwendeten Konzentrationen der eingesetzten Antikorper zur Bestimmung der Ladekontrolle sind
ebenfalls in Tabelle 3.7 dargestellt.
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3.9 UVB-abhangige Expression von Interleukin-6

HaCaT-Zellen werden in 10 cm-Zellkulturschalen wie in Abschnitt 3.1.2 und 3.1.3 beschrieben
kultiviert und mit den zu untersuchenden Substanzen inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von
24h werden die Zellen wie in Abschnitt 3.1.4 beschrieben mit 0 mJ/cm?, 10 mJ/cm?, 30 mJ/cm?
und 50 mJ/cm? UVB bestrahlt und fiir 1 h, 6 h und 24 h in RPMI-Medium postinkubiert. Nach er-
folgter Postinkubation wird das Medium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und fiir 10 min
auf Eis mit 200 pl Lysepufter (siche Tabelle 2.8) behandelt. AnschlieBend werden die Zellen mit ei-
nem Zellschaber von der Oberfliche gelost und zur Lagerung in ein steriles Probengefdl tiberfiihrt.

Die Proben werden kurzfristig bei —20 °C bzw. langerfristig bei —80°C gelagert.

Verdiinnung primirer AK Verdiinnung sekundirer AK
IL-6 1:1000 1:10000
GAPDH 1:2000 1:20000

Tabelle 3.8: Antikorper zur Bestimmung von IL-6

Unmittelbar vor der Proteinbestimmung nach Bradford werden die Zellen ca. 30 s mit einem Stab-
sonifizierer behandelt. Zur weiteren Bestimmung werden 40 pg Protein eingesetzt und mit Blaupuf-
fer versetzt. Zur vollstindigen Proteindenaturierung werden die Proben mit Blaupufter fiir 10 min
bei 95 °C erhitzt und danach direkt auf Eis gestellt. Die weitere Bestimmung mit Western Blot
erfolgt analog zur Bestimmung von NfxB (sieche Abschnitt 3.8.2.2). Die verwendeten Antikorper

und die jeweils eingesetzten Verdiinnungen sind in Tabelle 3.8 zusammengefasst.

3.10 Bestimmung von immunmodulatorischen
Interleukinen mittels ELISA

Der ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) zahlt zu den Immunassay-Verfahren und ba-
siert auf einer Enzym-vermittelten Farbreaktion. Er wurde 1971 von E. Engvall und P. Perlmann
eingefiihrt und ist seitdem eine wichtige Methode zur Bestimmung von Antigenen in Proben.

Eine fiir die Quantifizierung verwendete Variante ist der Sandwich-ELISA. Hierbei verwendet
man zwei spezifische Antikorper, die beide an unterschiedliche Epitope des Antigens binden. Der
erste Antikorper (,,capture antibody*) ist an den Boden der Mikrotiterplatte gebunden und rea-
giert wihrend der Inkubationsphase mit dem in der Probe enthaltenen Antigen. Der zweite An-
tikorper (,,detection antibody*) bindet an ein Reporterenzym. Aufgrund des Antikorper-Antigen-
Antikorper-Komplexes bezeichnet man diese Variante als Sandwich-ELISA. Zu diesem Komplex

wird letztlich ein passendes Substrat zugegeben, das durch das Reporterenzym umgesetzt wird und
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dessen Produkt durch Farbumschlag, Fluoreszenz oder Chemoluminiszenz nachgewiesen werden

kann.

3.10.1 Probenvorbereitung

Fiir die Bestimmung von Interleukin-10 (IL-10) und Interleukin-12 (IL-12) im Zellliberstand von
HaCaT-Zellen, werden 3 -10* Zellen/ml in 10 cm-Zellkulturschalen wie in Abschnitt 3.1.3 und
3.1.4 beschrieben kultiviert und mit den zu untersuchenden Substanzen inkubiert. Nach einer
Inkubationszeit von 24h werden die Zellen wie in Abschnitt 3.1.4 beschrieben mit 0 mJ/cm?,
10 mJ/cm?, 30 mJ/cm? und 50 mJ/cm? UVB bestrahlt und fiir 24 h in FBS-freiem RPMI-Medium
postinkubiert. Nach der Postinkubation werden jeweils 500 ul des Zelliiberstandes fiir die Bestim-

mung von [L-10 bzw. IL-12 abgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

3.10.2 Interleukin-10

Fiir die Bestimmung von Interleukin-10 wird das ELISA-Kit Human IL-10 UltraSensitive von
Invitrogen verwendet. Zur Quantifizierung werden Standards mit Konzentrationen an IL-10 von
0pg/ml, 0,78 pg/ml, 1,56 pg/ml, 3,12 pg/ml, 6,25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 25 pg/ml und 50 pg/ml her-
gestellt. Fiir die Bestimmung werden jeweils 100 ul Standard bzw. Proben in ein Well der be-
schichteten 96-Well-Platte pipettiert und fiir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wer-
den nach mehrmaligem Waschen 100 ul Biotin Konjugat zugegeben und erneut fiir 1 Stunde bei
Raumtemperatur (23 bis 25 °C) inkubiert. Die Wells werden erneut mehrmals gewaschen und fiir
30 Minuten bei Raumtemperatur (23 bis 25°C) mit 100 ul Streptavidin-HRP-Losung (Reporte-
renzym) inkubiert. Nach erfolgter Inkubation wird iiberschiissige Streptavidin-HRP-L6sung durch
griindliches Waschen entfernt und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur (23 bis 25 °C) mit sta-
bilisierter Chromogen-Losung inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion werden nach 30 Minuten
100 ul Stop-Losung hinzugegeben und die Farbentwicklung bei 450 nm photometrisch gemessen.
Die Konzentrationsbestimmung erfolgt mittels linearer Regression unter Verwendung der Stan-

dardkonzentrationen und -extinktionen.

3.10.3 Interleukin-12

Fiir die Bestimmung von Interleukin-12 wird das ELISA-Kit Human IL-12 p40/p70 von Invitro-
gen verwendet. Zur Quantifizierung werden Standards mit Konzentrationen an IL-12 von 0 pg/ml,
7,8 pg/ml, 15,6 pg/ml, 31,2 pg/ml, 62,5 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml und 500 pg/ml hergestellt. Fiir
die Bestimmung werden jeweils 50 ul der Standards, Kontrollen sowie Proben in ein Well der
beschichteten 96-Well-Platte zusammen mit 100 pl Biotin Konjugat pipettiert und fiir 2 Stunden
bei Raumtemperatur (23 bis 25 °C) inkubiert. AnschlieBend werden nach mehrmaligem Waschen
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100 pl Streptavidin-HRP-Losung (Reporterenzym) hinzugegeben und fiir 30 Minuten bei Raum-
temperatur (23 bis 25 °C) inkubiert. Nach erfolgter Inkubation wird {iberschiissige Streptavidin-
HRP-Lo6sung durch griindliches Waschen entfernt und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur (23 bis
25°C) mit 100 ul stabilisierter Chromogen-Losung inkubiert. Zur Reaktionsabstoppung werden
nach 30 Minuten 100 pl Stop-Losung hinzugegeben und die Farbentwicklung bei 450 nm photo-
metrisch gemessen. Die Konzentrationsbestimmung erfolgt mittels linearer Regression unter Ver-

wendung der Standardkonzentrationen und -extinktionen.
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4 Ergebnisse

4.1 Zytotoxizitatstest

UVA-, UVB- und UVC-Strahlen haben zelltoxische Wirkungen, die durch bestimmte Verbindun-
gen oder Faktoren abgeschwécht bzw. verstarkt werden konnen. Zur Festlegung der experimen-
tellen Anordnung aller weiteren Arbeiten mit Zellkulturen war es daher unerlasslich die zytotoxi-
schen Effekte der UV-Bestrahlung, der Substanzen alleine und deren Kombination im gewéhlten
Zellsystem und Kulturbedingungen zu untersuchen. Zytotoxizitat ist definiert als die Fahigkeit ei-
nes Agens (Substanz) Zellen zu schidigen. Zur Bewertung der Toxizitdt wurde der SRB-Assay
verwendet (siehe Abschnitt 3.2.1). Mit Hilfe dieses Tests konnen an der Kulturschale anheftende
(adhérente) und abgeldste Zellen unterschieden und quantifiziert werden. Adhéirente Zellen werden
in diesem Test mit lebenden Zellen gleichgesetzt. Mit steigender Toxizitédt einer Substanz nimmt
die Zahl lebender Zellen ab, d.h. die Zellviabilitét sinkt. In den vorliegenden Untersuchungen wird
die Zellviabilitdt im Vergleich zur unbestrahlten Losemittelkontrolle (100 %) angegeben.

In den Testansdtzen wurde die Zytotoxizitat der UV-Bestrahlung tliber verschiedene Dosisbereiche
sowie die der Carotinoide in verschiedenen Konzentrationen ermittelt. Die Ergebnisse lassen auch
Riickschliisse zu verstirkenden oder abschwéchenden Wirkungen der Carotinoide bzw. deren Me-
tabolite oder Abbauprodukte auf die Toxizitdt zu. Ein Vergleich der Daten mit den Ergebnissen
des TUNEL-Tests (Apoptose-Assay) zeigt mogliche Einfllisse der Substanzen auf apoptotische
Signalwege.

In Abbildung 4.1 ist die zeitliche Abfolge der Zytotoxizitdtsuntersuchung dargestellt. Die Zellen

werden in einem Zeitraum von 24 h mit dem zu untersuchenden Carotinoid inkubiert, so dass die

Mediumwechsel
UV-Bestrahlung SRB-Test
Inkubation _ _
(Carotinoide) Postinkubation
1 v A v
| Y \
E 2 ;
Oh 24h S h

Abbildung 4.1: Zellkulturbedingungen: Zytotoxizitétstest



60 Kapitel 4. Ergebnisse

Zelle die Verbindung aufnehmen kann. Unmittelbar vor der Bestrahlung erfolgt ein Mediumwech-
sel, um die tiberschiissige (nicht aufgenommene) Substanz zu entfernen. Nach der Bestrahlung
werden die Zellen fiir weitere 24 h im Brutschrank gehalten (Postinkubation). Neben direkt toxi-
schen Wirkungen kdnnen so auch sekundére toxische Effekte erfasst werden. Die Viabilitét (pro-
zentualer Anteil lebender Zellen) wird 48 h nach Versuchsbeginn gemessen. Fiir die statistische
Auswertung wurde die Viabilitdt in drei unabhangigen Experimenten bestimmt (n = 3). Die Aus-
wertung erfolgte mit dem zweiseitigen Student’s t-Test; das Signifikanzniveau wurde auf *p < 0,05

gesetzt.

4.1.1 Zytotoxizitat in Hautfibroblasten (hdF) - UV-Bestrahlung und
Carotinoide

Die Fibroblasten wurden wie beschrieben (sieche Abschnitt 3.1.3, 3.1.4) mit den Carotinoiden
in Konzentrationen von 1,5 bis 10 uM (Endkonzentration im Medium) inkubiert und UVA-Licht
(5J/em?, 10 J/ecm? und 20 J/cm?) oder UVB-Licht (100 mJ/cm?, 200 mJ/cm? und 300 mJ/cm?) aus-
gesetzt. Nach erfolgter Postinkubation wurde die Viabilitdt bestimmit.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zum Einfluss von UVA-Bestrahlung und Carotinoiden auf die
Viabilitdt von hdF sind in Abbildung 4.2 zusammengefasst. Bei alleiniger UVA-Bestrahlung wurde
im Dosisbereich von 5 bis 20 J/cm? keine statistisch signifikante Abnahme der Viabilitit beobach-
tet (siche Abbildung 4.2 LM). Die Viabilitdt unbestrahlter Zellen ist durch Vorinkubation mit den
Substanzen im Konzentrationsbereich von 1,5 bis 10 uM ebenfalls nicht beeintrachtigt (siche Ab-
bildung 4.2 und 4.3 0 J/cm?).

Bei Kombination von UVA-Bestrahlung und DHIR-Behandlung der Zellen (sieche Abbildung 4.2
A) wurden nur im Dosisbereich von 20 J/cm? und Konzentrationen von 5 uM und 10 uM statis-
tisch signifikante toxische Effekte beobachtet. Die Wirkung von IR in Kombination mit UVA-
Bestrahlung ist vergleichbar (sieche Abbildung 4.2 B). Auch hier treten bei einer Dosis von 20 J/cm?
und Konzentrationen von 5 pM und 10 uM toxische Effekte auf. Ahnliche Tendenzen zeigen sich
bei einer Behandlung mit Lutein (siche Abbildung 4.2 C), wobei aber keine statistische Signifi-
kanz erreicht wurde.

Die zytotoxische Wirkung einer UVB-Bestrahlung auf hdF ist in Abbildung 4.3 dargestellt. Mit zu-
nehmender UVB-Dosis nimmt die Zellviabilitdt ab (LM) (sieche Abbildung 4.3). Die Abnahme ist
bei Bestrahlungsdosen von 200 mJ/cm? und 300 mJ/cm? UVB im Vergleich zur unbestrahlten Kon-
trolle statistisch signifikant. Eine Vorbehandlung der Zellen mit DHIR schiitzt nur geringfiligig vor
der toxischen Wirkung der UVB-Strahlen. Unter den gewahlten Bedingungen ist keine statistisch
signifikante Abnahme der UVB-Toxizitat durch Vorbehandlung mit DHIR nachweisbar (siehe Ab-
bildung 4.3 A). Eine statistisch signifikante Verminderung der UVB-Toxizitét konnte auch durch
eine Vorbehandlung mit IR nicht erzielt werden (siehe Abbildung 4.3 B). Eine dhnliche Tendenz
zeigt sich auch bei Vorbehandlung der Zellen mit Lutein.
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Abbildung 4.2: Zytotoxische Wirkung der Carotinoide und UVA-Bestrahlung in hdF.
A DHIR B IR C Lutein; LM = Losungsmittel (0,1% THF); LM (0 J/cm?
UVA) =100 %; n = 3; *p < 0,05 bezogen auf jeweilige LM-Kontrollzellen



62 Kapitel 4. Ergebnisse

Fiir eine Behandlung mit 5 uM Lutein zeigte sich in unbestrahlten Zellen eine erhohte Viabilitit.
In bestrahlten Zellen wurde bei Behandlung mit 1,5 uM Lutein eine statistisch signifikant vermin-
derte Toxizitdt in hdF festgestellt, welche sich aber nicht bei allen Bestrahlungsdosen zeigte.

Um die Bildung von Cyclobutanpyrimidindimeren zu initieren, sollten in spateren Versuchen hdF
auch mit UVC-Licht bestrahlt werden. Daher wurde auch unter UVC-Bestrahlung ein Zytotoxi-
zitatstest durchgefiihrt. Die UVC-Dosis kann mit der verwendeten Bestrahlungseinheit nur tiber
die Bestrahlungsdauer reguliert werden. Unter allen gewéhlten Bedingungen wurde eine zytoto-
xische Wirkung der UVC-Bestrahlung nachgewiesen. Eine Zunahme der UVC-Toxizitit durch
Vorbehandlung mit Carotinoiden, wurde nicht festgestellt. DHIR und IR schiitzen geringfiigig,
aber nicht statistisch signifikant vor der toxischen Wirkung von UVC-Licht. Bei Behandlung der
Zellen mit Lutein nimmt die UVC-Toxizitét statistisch signifikant ab. Details zu den zytotoxischen
Effekten der UVC-Bestrahlung auf hdF sind im Anhang abgebildet.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass keine Verbindung im untersuchten Konzentra-
tionsbereich (1,5 bis 10 uM) eine direkt toxische Wirkung auf hdF hat. Die UVA-induzierte Toxi-
zitdt im hohen Dosisbereich wird bei Anwesenheit der Verbindungen in héheren Konzentrationen
verstarkt. Dagegen fiihrt die Vorbehandlung der Zellen mit den Carotinoiden zu einer leichten Ver-
minderung der UVB-abhingigen toxischen Effekte. Moderat protektive Wirkungen wurden auch
bei UVC-Bestrahlung nachgewiesen.

Basierend auf den vorliegenden Toxizitatsuntersuchungen wurden alle weiteren Versuche mit ei-
ner 10 pM-Konzentration der Verbindungen durchgefiihrt. Mit Ausnahme der Untersuchungen
zur CPD-Bildung mit Hilfe des Dot-Blots wurde als hochste UVB-Bestrahlungsdosis 300 mJ/cm?
gewihlt. Im UVA-Bereich lag die hdchste Bestrahlungsdosis bei 10 J/cm?.
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Abbildung 4.3: Zytotoxische Wirkung der Carotinoide und UVB-Bestrahlung in hdF.

A DHIR B IR C Lutein; LM =

Lésungsmittel (0,1 % THF); LM (0J/cm?

UVB) =100 %; n = 3; *p < 0,05 bezogen auf jeweilige LM-Kontrollzellen
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4.1.2 Zytotoxizitat in HaCaT-Zellen - UV-Bestrahlung und Carotinoide

Fiir die Bestimmung der Zytotoxizitat einer UV-Bestrahlung bzw. einer Behandlung mit den Ver-
bindungen wurden die HaCaT-Zellen wie beschrieben (siehe Abschnitt 3.1.3, 3.1.4) mit den Caro-
tinoiden in Konzentrationen von 1,5 bis 10 uM (Endkonzentration im Medium) behandelt und
UVA-Licht (5 J/ecm?, 10 J/cm?, 20 J/em? und 27,5 J/em?) oder UVB-Licht (10 mJ/cm?, 30 mJ/cm?,
50 mJ/cm?, 500 mJ/cm?, 1000 mJ/cm? und 1500 mJ/cm?) ausgesetzt. Nach erfolgter Postinkubati-
on wurde die Viabilitit bestimmt.

Die Ergebnisse der Untersuchung zum Einfluss von UVA-Bestrahlung und Behandlung mit den
Carotinoiden sind in Abbildung 4.4 gezeigt. In HaCaT-Zellen wurde eine dosis-abhiangige Viabi-
litatsabnahme durch UVA-Bestrahlung gezeigt (sieche Abbildung 4.4 LM), statistisch signifikant
fiir die Bestrahlungsdosen 20 J/cm? und 27,5 J/cm?. Eine Behandlung der HaCaT-Zellen mit den
Carotinoiden ohne UV-Bestrahlung im Konzentrationsbereich von 1,5 bis 10 uM hatte keinen Ein-
fluss auf die Viabilitit der Zellen (sieche Abbildung 4.4 und 4.5 0 J/cm?).

Die durch UVB-Bestrahlung verursachten toxischen Effekte konnten durch Vorbehandlung der
Zellen mit den Carotinoiden nicht verhindert werden. Die UVA-induzierte Abnahme der Viabilitat
war bei behandelten und unbehandelten Zellen nicht signifikant unterschiedlich.

Die zytotoxische Wirkung der UVB-Bestrahlung auf HaCaT-Zellen ist in Abbildung 4.5 gezeigt.
Mit zunehmender UVB-Dosis nimmt die Zellviabilitdt ab. Die Abnahme ist bei Bestrahlungsdosen
ab 30 mJ/cm? UVB statistisch signifikant (sieche Abbildung 4.5 LM).

Eine Vorbehandlung der Zellen mit DHIR schiitzt nicht vor der toxischen Wirkung von UVB-
Strahlen. Die Vorbehandlung der Zellen mit 10 uM DHIR fiihrt eher zu einer leichten Verstarkung
der UVB-Toxizitit, welche fiir die Bestrahlungsdosis 30 mJ/cm? statistisch signifikant ist (siehe
Abbildung 4.5 A).

Es konnte kein Einfluss einer Vorbehandlung mit Lutein auf die UVB-induzierte Toxizitédt in
HaCaT-Zellen nachgewiesen werden (siehe Abbildung 4.5 B).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass weder DHIR noch Lutein im untersuchten Kon-
zentrationsbereich (1,5 bis 10 uM) eine direkt toxische Wirkung auf HaCaT-Zellen hat. Eine leichte
Zunahme der UVB-Toxizitdt konnte bei einer Vorbehandlung der Zellen mit 10 uM DHIR beob-
achtet werden. Eine Behandlung mit Lutein hingegen zeigte weder in Kombination mit UVA- noch
mit UVB-Bestrahlung einen Einfluss auf die Viabilitat der Zellen.

Basierend auf den vorliegenden Toxizitdtsuntersuchungen wurden alle weiteren Versuche mit einer
10 uM-Konzentration der Verbindungen durchgefiihrt. Trotz geringer Erh6hung der UVB-Toxizitét
durch eine Vorbehandlung mit 10 uM DHIR wurde diese Konzentration gewahlt, um eine bes-
sere Vergleichbarkeit der Daten aus beiden Zellsystemen zu gewahrleisten. Fiir weitere Unter-
suchungen wurden folgenden UVB-Bestrahlungsdosen ausgewihlt: 10 mJ/cm?, 30 mJ/cm? und
50 mJ/ecm?. Zur Untersuchung von Entziindungsparametern in HaCaT-Zellen wurde ausschlieB-
lich UVB-Strahlung verwendet, da Strahlung in diesem Wellenldngenbereich hauptsédchlich fiir

die Erythembildung verantwortlich gemacht wird.
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Abbildung 4.4: Zytotoxische Wirkung der Carotinoide und UVA-Bestrahlung in HaCaT-Zellen.
A DHIR B Lutein; LM = Lésungsmittel (0,1 % THF); LM (0 J/cm? UVA) = 100 %;
n =3; *p < 0,05 bezogen auf jeweilige LM-Kontrollzellen
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Abbildung 4.5: Zytotoxische Wirkung der Carotinoide und UVB-Bestrahlung in HaCaT-Zellen.
A DHIR B Lutein; LM = Lésungsmittel (0,1 % THF); LM (0 J/cm? UVA) = 100 %;
n =3; *p < 0,05 bezogen auf jeweilige LM-Kontrollzellen
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4.1.3 TUNEL-Test

Der TUNEL-Assay (terminal dUTP nick end-labeling) beruht auf der Messung der DNA-Frag-
mentierung in apoptotischen Zellen. In apoptotischen Zellen entstehen DNA-Bruchstiicke, wel-
che durch terminale Desoxynukleotid Transferasen mit Fluoreszenz-markierten UTP-Derivaten
markiert werden. Die gekoppelten Fluorochrome konnen bei der entsprechenden Anregungswel-
lenldnge (ex = 494 nm) sichtbar gemacht und anschlieBend densitometrisch ausgewertet werden.
Die Fluoreszenz ist ein Mal3 der apoptotischen Aktivitit der Zelle.

Dieser Test wurde fiir die Carotinoide DHIR und Lutein in der Konzentration von 10 uM und bei
UVB-Bestrahlung von 0 mJ/cm?, 10 mJ/cm?, 30 mJ/cm? und 50 mJ/cm? durchgefiihrt. Informa-
tionen zum Einfluss von Carotinoiden auf apoptotische Signalwege sind wichtig fiir die weitere
Versuchsplanung sowie die Interpretation der Ergebnisse.

Ausgewihlte mikroskopische Aufnahmen zur apoptotischen Aktivitit der HaCaT-Zellen nach
UVB-Exposition (ohne Carotinoide) sind in Abbildung 4.6 gezeigt. Die Aufnahmen der behan-
delten Zellen fiir die Bestrahlungsdosis 30 mJ/cm? UVB ist in Abbildung 4.7 dargestellt. In behan-
delten Zellen war im Vergleich zu Kontrollzellen (Medium) kein Unterschied in der apoptotischen
Aktivitdt zu erkennen. Alle weiteren Aufnahmen der behandelten Zellen sind im Anhang abgebil-
det. Die Fluoreszenz wurde fiir alle Proben bei den Anregungswellenldngen 361 nm (Abbildung
4.6 A Kernfarbung) und 494 nm (Abbildung 4.6 B Apoptotische Aktivitit) gemessen. In Abbil-
dung 4.6 C sind die Aufnahmen iibereinandergelagert gezeigt.

Alle Aufnahmen wurden densitometrisch mit der Software Imagel] ausgewertet. Die Ergebnisse
der densitometrischen Auswertung des TUNEL-Tests nach Inkubation mit den Carotinoiden so-
wie UVB-Bestrahlung in HaCaT-Zellen ist in Abbildung 4.8 dargestellt. Im Dosisbereich von 0 bis
30 mJ/cm? UVB wurde keine Apoptoseinduktion beobachtet. Erst eine Bestrahlung mit 50 mJ/cm?
UVB fiihrte zu einer sichtbaren, aber statistisch nicht signifikanten Apotose-Induktion in HaCa'T-
Zellen. Ein modulatorischer Effekt der Carotinoide (10 uM) auf die UVB-induzierte Apoptose in
HaCaT-Zellen wurde nicht beobachtet.
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Abbildung 4.6: Apoptotische Aktivitdt in HaCaT-Zellen nach UVB-Bestrahlung.
A Zellkernfarbung (Hoechst 33342) B Apoptotische Aktivitit (TUNEL-Assay)
C Uberlagerung von A und B
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Abbildung 4.7: Apoptotische Aktivitit in HaCaT-Zellen nach UVB-Bestrahlung (30 mJ/cm?) und
Carotinoid-Behandlung (10 uM).
A Zellkernfarbung (Hoechst 33342) B Apoptotische Aktivitdt (TUNEL-Assay)
C Uberlagerung von A und B
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Abbildung 4.8: Apoptotische Aktivitdt in HaCaT-Zellen nach UVB-Bestrahlung und Carotinoid-
Behandlung (10 uM).
Kontrolle = unbestrahlte Zellen in Medium, n =3
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4.2 Zellulare Aufnahme und UV-Stabilitat der Carotinoide
in HaCaT-Zellen

Um die Wirkung der Carotinoide auf die HaCaT-Zellen bzw. intrazelluldre Signalwege bewerten
zu konnen, ist es notwendig zundchst die Aufnahme der Carotinoide in die Zellen, sowie deren
Stabilitdt bei Bestrahlung zu bestimmen. Alle Untersuchungen in HaCaT-Zellen wurden mit den
Carotinoiden DHIR und Lutein durchgefiihrt. Daher wird die Aufnahme in HaCaT-Zellen auch
nur fiir diese Verbindungen bestimmt. Fiir die Bestimmung der zelluldren Aufnahme werden die
Zellen fiir 24 h mit den Carotinoiden (1,5 uM, 5 uM und 10 uM) inkubiert und nach Inkubation mit
10J/cm?, 20 J/em? und 27,5 J/em? UVA bzw. 0,5 J/cm? und 1,5 J/cm? UVB bestrahlt. Es wird so-
wohl die Konzentration im Uberstand (Zellkulturmedium) als auch die Konzentration in den Zellen
bestimmt. Die Konzentrationsbestimmung im Zellkulturmedium und in den Zellen erfolgt, nach
Extraktion der Carotinoide, mittels HPLC. Zur Auswertung werden die Peakflichenverhiltnisse
der Carotinoide zu einem internen Standard verwendet und die Konzentration {iber eine Kalibrier-

gerade berechnet.

Mediumwechsel
UV-Bestrahlung Carotinoidanalyse
Inkubation . .
(Carotinoide) Postinkubation
’ A 4 v
* A
f Y 1
Ol 24h 4%

Abbildung 4.9: Zellkulturbedingungen: Aufnahme der Carotinoide in HaCaT-Zellen

4.2.1 Zellulare Aufnahme der Carotinoide

In Abbildung 4.10 A ist die Aufnahme der Carotinoide in HaCaT-Zellen in pmol/mg Protein dar-
gestellt. Da der Proteingehalt mit der Zellzahl korreliert, wird so die Konzentration indirekt auf
die Zellzahl normiert. Es ist zu erkennen, dass mit steigender Konzentration von DHIR in der
Inkubationslosung auch die Konzentration in den Zellen zunimmt. Demnach ist die maximale
Aufnahmekapazitat der HaCaT-Zellen fiir das Carotinoid DHIR noch nicht erreicht. Die Lutein-
Konzentration in den Zellen nimmt ebenfalls mit steigender Konzentration der Inkubationslosung
zu, wobei der Konzentrationsanstieg in den Zellen fiir DHIR deutlich héher ist als fiir Lutein. Die
DHIR-Konzentration in den Zellen ist um das 2 bis 6-fache hoher als die entsprechende Lutein-
Konzentration in den Zellen bei gleicher Konzentration in der Inkubationslosung.

Die DHIR-Aufnahme (in % der Dosis) ist fiir alle Konzentrationen (1,5 uM, 5 uM, 10 uM) annéhernd
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gleich, d.h. unabhingig von der Dosis werden ca. 50 % des angebotenen DHIR aufgenommen (sie-
he Abbildung 4.10 B). Im Gegensatz zu DHIR sinkt die prozentuale Aufnahme von Lutein mit
steigender Konzentration der Inkubationslosung statistisch signifikant von 35 % auf unter 10 %.
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Abbildung 4.10: Aufnahme der Carotinoide in HaCaT-Zellen.
A pumol/mg Protein B % der eingesetzten Menge, n = 4; *p < 0,05 bezogen auf
die jeweils niedrigere Dosis

In Abbildung 4.11 sind die Carotinoidkonzentration in Zellen und Medium addiert und als % der
eingesetzten Carotinoidmenge angegeben. Sind die Verbindungen unter den gegebenen Versuchs-
bedingungen chemisch und metabolisch stabil, sollte die Summe des Carotinoidgehalts (% einge-
setzte Menge) in der Zelle und im Zellkulturmedium annéhernd 100 % der eingesetzten Menge

betragen.
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Abbildung 4.11: Carotinoidgehalt in Zellen und Medium (% der eingesetzten Menge)
A DHIR B Lutein;n =4

Im Falle von DHIR liegt die Summe der Carotinoidgehalte (in %) bei den Versuchsbedingungen
nicht unter 90 % (siche Abbildung 4.11 A). Das Carotinoid DHIR ist unter den gewéhlten Ver-
suchsbedingungen stabil. Bei Lutein sinkt die Summe der Carotinoidgehalte jedoch mit steigender
Konzentration (siche Abbildung 4.11 B). Die Verbindung wird im Zellkulturmedium und in den

Zellen wihrend der Inkubationszeit abgebaut.
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4.2.2 Stabilitat der Carotinoide in HaCaT-Zellen unter
UV-Bestrahlung

Die Stabilitét der Verbindungen in den Zellen unter UV-Bestrahlung in unterschiedlichen Dosen
und Wellenldngenbereichen ist in Abbildung 4.12 und 4.13 gezeigt. Hierbei ist der Carotinoid-
Gehalt in den bestrahlten Zellen auf den Carotinoid-Gehalt unbestrahlter Zellen unter gleichen
Inkubationsbedingungen bezogen. Eine hohe Stabilitdt unter UV-Bestrahlung ist gegeben, wenn
der Carotinoid-Gehalt in bestrahlten Zellen anndhernd 100 % des Gehaltes unbestrahlter Zellen
ist.
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Abbildung 4.12: Stabilitdt von DHIR in HaCaT-Zellen unter UV-Bestrahlung.
Unbestrahlte Kontrolle = 100 %; n = 4

Der DHIR-Gehalt in den Zellen nimmt unter UV-Exposition deutlich ab, wobei die Abnahme bei
UVA-Bestrahlung hoher ist als bei UVB-Bestrahlung (Abbildung 4.12). In keinem Fall ist jedoch
eine statistisch signifikante Anderung in Abhingigkeit von der Dosis zu erkennen.

Im Gegensatz zu DHIR ist bei Lutein weder in UVB-bestrahlten noch in UVA-bestrahlten Zellen
eine Abnahme der Konzentration in den Zellen feststellbar. Lutein weist in HaCaT-Zellen eine ho-
he Stabilitét unter UV-Bestrahlung auf (Abbildung 4.13).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass DHIR im Vergleich zu Lutein wahrend der In-
kubation im Zellkulturmedium deutlich stabiler ist als Lutein. Zudem wird DHIR von HaCaT-
Zellen deutlich besser aufgenommen. Die DHIR-Konzentration in den Zellen ist abhédngig von der
Konzentration der Inkubationslosung 2 bis 6 mal so hoch wie die von Lutein. In den Zellen zeigt
jedoch Lutein eine wesentlich hohere Stabilitéit unter UV-Bestrahlung als DHIR.
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Abbildung 4.13: Stabilitdt von Lutein in HaCaT-Zellen unter UV-Bestrahlung.

Unbestrahlte Kontrolle = 100 %; n = 4
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4.3 DNA-Schaden

Zu den DNA-Schédden zdhlen u.a. DNA-Einzel- und Doppelstrangbriiche sowie oxidative Basen-
modifikationen, welche u.a. durch UVA- oder UVB-Licht induziert werden. DNA-Strangbriiche
sind entweder eine direkte Folge der UV-Exposition oder ein Resultat der enzymatischen Exzisi-
onsreparatur geschiadigter DNA-Basen (transiente Strangbriiche).

Zur Untersuchung der Schutzwirkung der Verbindungen vor DNA-Schiaden werden hdF fiir 24 h
mit den Substanzen (10 uM) inkubiert. Anschliefend werden die Strangbriiche mit verschiede-
nen Noxen (siehe folgende Abschnitte) induziert und mit Hilfe des alkalischen Comet Assays

bestimmt.

4.3.1 Alkalischer Comet Assay

Mit dem alkalischen Comet Assay (,,Single Cell Gel Electrophoresis™) werden DNA-Einzel- und
Doppelstrangbriiche in einzelnen Zellen nachgewiesen. Die Ausprdagung des Schweifs ist ein Mal3
fiir die DNA-Schadigung. Im ersten Versuchsteil wurden die Strangbriiche durch eine Behandlung
der Zellen mit Wasserstoffperoxid (500 uM, 2 h) induziert. Wasserstoffperoxid zahlt zu den reak-
tiven Sauerstoffverbindungen und wird endogen aus O, durch die Superoxiddismutase gebildet
(siehe Abschnitt 1.2.1). Die Verbindung kann durch das Enzym Katalase zu Wasser abgebaut wer-
den oder in Anwesenheit von Fe?>* oder anderen Ubergangsmetallionen in einer Fenton-Reaktion
Hydroxylradikale bilden, welche die DNA oxidativ schadigen kdnnen.

Mit Hilfe der Software CometScore™ wurde die ,,Tail Intensity der ausgewihlten Zellkerne be-
stimmt (sieche Abschnitt 3.5). Aus der ,,Tail Intensity* wurde der prozentuale Anteil der DNA im
Schweif (Comet) berechnet, welcher direkt proportional zum prozentualen Anteil der geschadig-
ten DNA gesetzt wird [93]. In Abbildung 4.14 ist die Auswertung der ,,Comets mit der Software
CometScore™ gezeigt. Die Ergebnisse der Untersuchung zum Einfluss der Carotinoide auf die Bil-
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Abbildung 4.14: Auswertung eines ,,Comets* mit der Software CometScore™
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dung von DNA-Strangbriichen nach Behandlung mit Wasserstoffperoxid sind in Abbildung 4.15
dargestellt. Zur Positivkontrolle werden Zellen nur mit Wasserstoffperoxid versetzt und der Anteil
geschadigter DNA auf 100 % gesetzt. Ein protektiver Effekt der Verbindungen ist demnach bei
Werten unter 100 % gegeben.

Eine Vorbehandlung der Zellen mit DHIR und IR (10 uM) fiihrt zu einer statistisch signifikanten
Verminderung der DNA-Schadigung, wobei der protektive Eftekte von IR etwas starker (statistisch
nicht signifikant) ist als der von DHIR (Abbildung 4.15). Eine Behandlung der Zellen mit Lutein
hat keinen Einfluss auf das Ausmal3 der DNA-Schidigung durch Wasserstoffperoxid.

100 [

80

60 -
40 4 [

20 4

Geschéddigte DNA [% Positivkontrolle]

) ) )
Positivkontrolle ~ 10uM DHIR 10uM IR 10uM Lutein

Abbildung 4.15: Alkalischer Comet Assay: DNA-Strangbriiche nach Exposition mit Wasser-
stoffperoxid (500 uM, 2h). Positivkontrolle = 500 uM Wasserstoffperoxid, 2 h
(100%); n =4, *p < 0,05 bezogen auf die Positivkontrolle

Im zweiten Versuchsteil wurden die Strangbriiche durch Bestrahlung der Zellen mit 300 mJ/cm?
UVB-Licht induziert. UVB-Licht kann von den DNA-Basen absorbiert werden und so direkt mit
der DNA interagieren. Uber eine [2+2]-Cycloaddition zweier benachbarter Pyrimidin-Basen ent-
stehen in der DNA Cyclobutanpyrimidindimere (siehe Abschnitt 1.2.1). Die DNA-Schéden fiihren
bei Exzisionsreparatur zu transienten DNA-Strangbriiche und konnen mit dem Comet-Assay nach-
gewiesen werden.

In Abbildung 4.16 sind die Ergebnisse der Untersuchung zum Einfluss der Carotinoide auf die Bil-
dung von DNA-Strangbriichen nach Bestrahlung mit UVB-Licht gezeigt. Die Auswertung erfolgte
analog zum ersten Versuchsteil. Die Bestrahlung der Zellen mit 300 mJ/cm? UVB-Licht fiihrt zu
einem 5-fach héheren Anteil geschédigter DNA verglichen mit der unbestrahlten Kontrolle (0,1 %
THF). Bei Vorbehandlung der Zellen mit den Substanzen (10 uM) sinkt der Anteil UV-geschédig-
ter DNA statistisch signifikant auf durchschnittlich 40 %. In diesem Versuch ist kein Unterschied

in der Wirksamkeit der einzelnen Substanzen zu erkennen.
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Abbildung 4.16: Alkalischer Comet Assay: DNA-Strangbriiche nach Bestrahlung mit 300 mJ/cm?
UVB. Positivkontrolle = 300mJ/cm?> UVB (100 %); Unbestrahlte Kontrol-
le = 0,1% THF (7,9 £ 2,1 % DNA im Schweif (Comet)); n = 4, *p < 0,05
bezogen auf die Positivkontrolle

Im dritten Versuchsteil wurden die Zellen zunichst UVA-Licht (10 J/cm?) ausgesetzt. UVA-Licht
induziert in Zellen oxidative Schiden, wie u.a. oxidierte DNA-Basen. Die Proben werden vor der
Elektrophorese mit dem Enzym 8-Oxoguanin DNA-Glycosylase (hOGG1) behandelt. Das Enzym
erkennt selektiv die oxidierten Basen 7,8-Dihydroxy-8-oxoguanin und 2,6-Diamino-4-hydroxy-5-
formamidopyrimidin (FapyG) in DNA-Strangen und katalysiert deren hydrolytische Entfernung.
Durch die Entfernung entsteht unter den Bedingungen des alkalischen Comet Assays an den Stel-
len ein DNA-Strangbruch. Eine alleinige Bestrahlung der Zellen mit 10 J/cm? UVA-Licht ohne
Enzymbehandlung fiihrt zu keinem statistisch signifikanten Anstieg an geschadigter DNA. Der
Anteil anderer durch UVA-Bestrahlung ausgeldster DNA-Schéden ist demnach unter diesen Be-
dingungen zu vernachldssigen.

In Abbildung 4.17 sind die Ergebnisse der Untersuchung zum Einfluss der Carotinoide auf die
Bildung der oxidierten Basen 7,8-Dihydroxy-8-oxoguanin und 2,6-Diamino-4-hydroxy-5-form-
amidopyrimidin (FapyG) nach UVA-Exposition dargestellt. Die Auswertung erfolgte analog zum
ersten Versuchsteil. Eine Vorbehandlung der hdF mit den Verbindungen vermindert den Anteil der
oxidierten Basen statistisch signifikant auf durchschnittlich 40 %. Auch in diesem Versuch wurde
kein Unterschied in der Wirksamkeit der Carotinoide gegeniiber der UVA-Schiadigung der DNA

nachgewiesen.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass eine Behandlung der Zellen mit den aromati-
schen Carotinoide DHIR und IR in allen drei Versuchsteilen den Anteil geschiddigter DNA statis-
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Abbildung 4.17: Alkalischer Comet Assay: DNA-Strangbriiche nach Bestrahlung mit 10 J/cm?
UVA und Inkubation mit dem Enzym hOGG1; n = 3, *p < 0,05 bezogen auf
die Positivkontrolle

tisch signifikant vermindern konnte. Fiir Lutein wurde eine schiitzende Wirkung gegeniiber eines
UVB-induzierten DNA-Schadens und gegentiber der Bildung der oxidativ geschadigten DNA-
Basen 7,8-Dihydroxy-8-oxoguanin und FapyG gezeigt. Die Schidigung der DNA durch Behand-
lung der Zellen mit Wasserstoffperoxid konnte durch Behandlung mit Lutein nicht vermindert

werden.

Basierend auf den Ergebnissen wurden weitere Versuche durchgefiihrt, um die protektive Wirkung

der Carotinoide auf DNA-Schiden charakterisieren zu konnen.
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4.4 Thymindimere

Thymindimere im DNA-Strang z&hlen zu den UV-induzierten DNA-Modifikationen. Sie entstehen
nach Absorption von UVB- und UVC-Licht in einer [2+2]-Cycloaddition zweier benachbarter
Thymin-Basen in der DNA. Neben der Bildung von Cyclobutanthymindimeren (sieche Abbildung
4.18) ist auch die Bildung weiterer Photoprodukte (sieche Abschnitt 1.2.1) moglich.

o o) o)
HN A NH HN)J U\NH
o) N — N o o) N N o

Abbildung 4.18: Bildung von Cyclobutanthymindimeren in einer [2+2]-Cycloaddition

Fiir die Carotinoide wurde mit Hilfe des Comet Assays ein protektiver Effekt vor UVB-induzierter
DNA-Strangbriiche aufgezeigt. Diese entstehen entweder direkt durch UV-Exposition oder in-
direkt durch Exzisionsreparatur der enstandenen DNA-Schiaden. Thymindimere im DNA-Strang
zdhlen zu den UV-induzierten DNA-Modifikationen. Daher soll der Einfluss der Substanzen auf
die Bildung von Thymindimeren untersucht werden. Dazu wurden verschiedene in-vitro Modell-
systeme eingesetzt, die auf dem Nachweis der Thymindimere mittels HPLC beruhen. Die An-

wendbarkeit dieser Modelle wurde in Rahmen der Arbeit tiberpriift.

4.41 HPLC-Methode zur Bestimmung von Thymindimeren in einem
Modellsystem

Strukturelle Voraussetzung fiir die Bildung von Thymindimeren sind zwei benachbarte Thymin-
Basen in der DNA-Sequenz. Um das Modellsystem fiir die Untersuchung der Thymindimerbildung
zundchst moglichst einfach zu halten, wurden die ersten Versuche mit Oligonucleotiden durch-

gefiihrt, die in ihrer Sequenz mindestens zwei benachbarte Thymin-Basen enthalten (siche Tabelle

Verwendete Oligonucleotide

Oligonucleotid 1 5-ATCTCCTCTTCTCGTTCCTC
Oligonucleotid 2 5-GTGTTGCCTGCTGCCTTC
Oligonucleotid 3 5’-GGTTGG

Tabelle 4.1: Oligonucleotide - Modellsysteme fiir die Thymindimerbildung
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4.1). Es wurden Oligonucleotide unterschiedlicher Lange (6 - 20 Basen) und Position der benach-
barten Thymin-Basen untersucht. Neben den o.g. Oligonucleotiden wurden Kalbsthymus-DNA
und humane DNA (Extrakt aus mononukleédren Zellen - Lymphozyten) als Modellsysteme ver-
wendet.

Die Bestimmung der DNA-Basen und deren Reaktionsprodukte nach Bestrahlung und Hydrolyse
der Oligonucleotide wurde per HPLC durchgefiihrt. Fiir die Methodenentwicklung und Untersu-
chung von Thymindimeren ist ein entsprechender Standard nétig, der wie in Abschnitt 3.6 be-
schrieben, synthestisiert wurde.

In Abbildung 4.19 A ist ein HPLC-Chromatogramm von Thymin, in B ein Chromatogramm des
Thymindimerstandards und in C ein Overlay beider Chromatogramme gezeigt. Es ist zu erken-
nen, dass Thymindimere unter diesen Bedingungen mit einer Retentionszeit von etwa 20 Minuten
und Thymin mit einer Retentionszeit von etwa 22 Minuten eluieren. Die HPLC-Bedingungen sind

geeignet beide Analyte basisliniengetrennt zu detektieren.
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Abbildung 4.19: HPLC-Chromatogramme: A Thymin B Thymindimer C Thymin + Thymindimer
HPLC-Bedingungen: Saule (RP-18, 250%x4,6 mm); Flussrate (1 ml/min); Wel-
lenlédnge (220 nm); Laufmittel (50 mM Na,HPO,/NaH;PO, (pH 6,5))
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4.4.1.1 UVB-abhangige Bildung von Thymindimeren

Um die UVB-abhingige Thymindimerbildung zu bestimmen, wurde eine 2 mM wissrige Thy-
minldsung in gefrorenem Zustand mit verschiedenen UVB-Dosen (0,3 J/cm?, 0,5 J/cm?, 1 J/cm?,
2 J/cm? und 3 J/cm?) bestrahlt. Die Bestrahlung wurde fiinfmal wiederholt, wobei nach jeder Be-

strahlung eine Probe entnommen wurde. Die UVB-abhidngige Thymindimerbildung ist in Abbil-
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Abbildung 4.20: Thymindimerbildung in wassriger Thyminldsung unter UVB-Exposition
dung 4.20 dargestellt. Es ist eine dosis-abhingige Thymindimerbildung zu erkennen. Auflerdem

steigt die Thymindimerbildung mit jeder weiteren Bestrahlung an. In Abbildung 4.21 ist ein Chro-

matogramm aus einem ausgewihlten Versuch (5 Bestrahlungen mit je 1 J/cm? UVB) gezeigt. Eine
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Abbildung 4.21: Thymindimerbildung nach Smaliger Bestrahlung mit 1 J/cm? UVB
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Thymindimerbildung wurde eindeutig nachgewiesen. Thymindimere wurden mit dieser Metho-

de bereits bei einmaliger Bestrahlung mit 0,3 J/cm? eindeutig nachgewiesen (sieche Abbildung
4.20).

4.4.1.2 Untersuchung der Thymindimerbildung in Modellsystemen nach
UV-Exposition

Um Thymindimere (TT) in den Modellsystemen mit der HPLC-Methode untersuchen zu konnen,
miissen die Oligonucleotide durch Hydrolyse gespalten und die DNA-Basen freigesetzt werden.
Hierzu wurden zwei verschiedene Methoden verwendet: saure DNA-Hydrolyse mit Trifluores-
sigsdaure (TFA) und eine enzymatische Hydrolyse.

Im ersten Ansatz wurde eine 100 pM wissrige Losung des Oligonucleotids 1 (siehe Tabelle 4.1)
hergestellt. Diese wurde in Quarzkiivetten dreimal fiir jeweils 30 Minuten bei 254 nm bestrahlt und
wie in Abschnitt 3.6.3.1 beschrieben, unter sauren Bedingungen hydrolysiert.

In Abbildung 4.22 sind die HPLC-Chromatogramme des Oligonucleotids 1 nach UV-Exposition
(saures Hydrolysat) libereinandergelegt abgebildet. Hierbei zeigt die schwarze Linie das Chroma-
togramm des bestrahlten Oligonucleotidhydrolysats und die rote das Chromatogramm der Losung
nach Zusatz von Thymindimer-Standard. Es ist zu erkennen, dass die saure Hydrolyse des Oligo-
nucleotids und die Trennung der relevanten DNA-Basen mit der beschriebenen HPLC-Methode
moglich ist. Die Basen Adenin, Guanin sowie Thymin sind in dem Chromatogramm zu erken-

nen. Die DNA-Basen Adenin und Guanin sind nur zu 5% in dem Oligonucleotid (siehe Tabelle

— Oligonucleotid 1 unbestrahlt
— Oligonucleotid 1 bestrahlt
— Oligonucleotid 1 + TT

40 4 TT \ Thymin

30 1

20 4 Guanin

Adenin

\

Intensitét bei 220 nm

5 10 15 20 25

Retentionszeit [min]

Abbildung 4.22: HPLC-Chromatogramme des Oligonucleotids 1 nach UV-Exposition (saures Hy-
drolysat)
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4.1) enthalten, dementsprechend sind auch deren Peakfldchen im Vergleich zu Thymin deutlich
kleiner. Die ebenfalls im Oligonucleotid enthaltene DNA-Base Cytosin ist unter diesen HPLC-
Bedingungen nicht nachzuweisen, da sie mit dem Losungsmittelpeak (RT = 6 min) koeluiert.
Anhand der Chromatogramme ist weiter zu erkennen, dass die Thymindimerbildung durch Be-
strahlung des Oligonucleotids unter den gewéhlten Bedingungen nur gering und mit der beschrie-
benen HPLC-Methode nicht mit der notwendigen Empfindlichkeit nachweisbar ist.

Im néchsten Versuch wurde ein Oligonucleotid annéhernd gleicher Lénge, aber mit anderen Posi-
tionen der benachbarten Thymin-Basen untersucht. Ziel war es zu untersuchen, ob diese struktu-
relle Verdanderung zu einer vermehrten Bildung von Thymindimeren fiihrt.

In Abbildung 4.23 sind die HPLC-Chromatogramme des Oligonucleotids 2 (siche Tabelle 4.1)
nach UV-Exposition (saures Hydrolysat) iibereinandergelegt dargestellt. Die blaue Linie zeigt das
Chromatogramm des unbestrahlten Oligonucleotids, die schwarze des bestrahlten und die rote Li-
nie des mit Standard dotierten Oligonucleotids. In diesem Fall wurde ebenfalls eine 100 uM wiss-
rige Losung des Oligonucleotids 2 (siehe Tabelle 4.1) hergestellt und mit 2 J/cm? UVB bestrahlt.
Diese Bestrahlungsdosis induziert in gefrorener Thyminlosung eine deutliche Thymindimerbil-
dung (Abbildung 4.20). Die saure Hydrolyse erfolgte analog zu Oligonucleotid 1. Die DNA-Basen
Guanin und Thymin sind in dem Chromatogramm deutlich zu erkennen. Eine UV-induzierte Thy-
mindimerbildung war aber auch unter diesen Bedingungen nicht mit der notwendigen Empfind-
lichkeit nachweisbar.

Zusitzlich zu den o.g. Oligonucleotiden wurde Kalbsthymus-DNA (KT-DNA) als weiteres Mo-

dellsystem verwendet. Es wurde eine wissrige Losung hergestellt, welche mit 2 J/em? UVB be-
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Abbildung 4.23: HPLC-Chromatogramme des Oligonucleotids 2 nach UV-Exposition (saures Hy-
drolysat)
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strahlt und sauer hydrolysiert wurde.

In Abbildung 4.24 A sind Chromatogramme tlibereinandergelagert dargestellt, wobei die schwarze
Linie die unbestrahlte Probe und die rote die bestrahlte Probe représentiert. In B sind die Chro-
matogramme der beiden, mit Standard dotierten Proben, tlibereinandergelagert abgebildet. Auch
hier sind die DNA-Basen Adenin, Guanin und Thymin deutlich zu erkennen, ein Nachweis der
UVB-abhiangigen Thymindimerbildung konnte aber auch in diesem Modellsystem nicht mit der

notwendigen Empfindlichkeit erbracht werden.
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Abbildung 4.24: HPLC-Chromatogramme der Kalbsthymus DNA (saures Hydrolysat) nach UV-
Exposition: A Originalprobe B Dotierte Probe

Im zweiten Ansatz wurde die Thymindimerbildung in einem kurzen Oligonucleotid (6 Basen)
untersucht. Ziel war es herauszufinden, ob bei schonender Hydrolyse der Nachweis der Thymin-
dimerbildung mittels HPLC mdglich ist. Dazu wurde eine wéssrige Losung von Oligonucleotid
3 (siehe Tabelle 4.1) fiir 40 Minuten mit UVC bzw. mit 2 J/cm? UVB bestrahlt. Die bestrahlten
Proben wurden enzymatisch aufgearbeitet (siche Abschnitt 3.5) und in die HPLC injiziert.

In Abbildung 4.25 sind die Chromatogramme des Oligonucleotids 3 (siche Tabelle 4.1) nach UV-
Exposition (enzymatisches Hydrolysat) dargestellt. In A sind Chromatogramme der Proben ge-
zeigt, wobei die blaue Linie die unbestrahlte Probe, die schwarze Linie die mit 2 J/cm? UVB be-
strahlte Probe und die rote Linie die mit UVC bestrahlte Probe reprasentiert. In B sind die Chro-
matogramme der dotierten Proben abgebildet. Das Oligonucleotid 3 besteht ausschlielich aus
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den DNA-Basen Guanin und Thymin. Dementsprechend sind in den Chromatogrammen nur diese
DNA-Basen wiederzufinden. Die Methode der HPLC-Analyse nach enzymatischer Hydrolyse der
DNA ist fiir die Aufarbeitung prinzipiell geeignet. Eine Thymindimerbildung nach UV-Exposition
konnte aber auch in diesem Modellsystem nicht mit der notwendigen Empfindlichkeit nachgewie-

sen werden.
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Abbildung 4.25: HPLC-Chromatogramme des Oligonucleotids 3 (enzymatisches Hydrolysat)
nach UV-Exposition: A Originalproben B Dotierte Proben

Nachdem es nicht moglich war eine Thymindimerbildung in den verwendeten Oligonucleotiden
und Kalbsthymus-DNA nachzuweisen, wurde als letzter Versuch die Thymindimerbildung in hu-
maner DNA (Extrakt) nach UV-Exposition untersucht. Fiir die Bestimmung der UV-induzierten
Thymindimerbildung in humaner DNA (Extrakt) wurden zundchst mononukledre Zellen (Lympho-
zyten) aus Vollblut isoliert. Aus den mononukledren Zellen wurde mit einem DNA-Extraktions-Kit
(QIAmp DNA Mini Kit) nach dem Spin-Protokoll die DNA extrahiert. Die so erhaltene wéssrige
DNA-Lo6sung wurde mit UVC-Licht bestrahlt, enzymatisch hydrolysiert und das Hydrolysat mit-
tels HPLC analysiert.

In Abbildung 4.26 A ist das HPLC-Chromatogramm der UVC-behandelten Probe gezeigt. Die
DNA-Basen Adenin, Guanin und Thymin sind eindeutig zu identifizieren, d.h. die Methode der

enzymatischen DNA-Hydrolyse ist auf menschliche Blutproben anwendbar.
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In Abbildung 4.26 B ist das Chromatogramm einer mit Thymindimer dotierten Probe dargestellt.
Der Vergleich mit der undotierten Probe zeigt, dass auch dieses Modell nicht sensitiv genug ist,
um Thymindimere nachzuweisen.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass mit den vorgestellten Modellen eine UV-indu-
zierte Thymindimerbildung weder in Oligonucleotiden, Kalbsthymus-DNA noch in menschlicher
DNA aus mononukleédren Zellen eindeutig nachgewiesen wurden. Die Sensitivitdt des verwende-
ten HPLC-Systems reicht nicht aus, um die sehr geringen Mengen an Thymindimeren qualifizieren
bzw. quantifizieren zu konnen. Daher wurde fiir den Nachweis der UV-induzierten Thymindimer-

bildung in Oligonucleotiden ein Immunblot Verfahren (Dot Blot) herangezogen.
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Abbildung 4.26: HPLC-Chromatogramme der humanen DNA (enzymatisches Hydrolysat) nach
UV-Exposition
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4.4.2 Dot Blot

Der Dot Blot gehort zu den Immunoassays und ist eine im Vergleich zu anderen Blot-Methoden
vereinfacht, da die Probe ohne vorherige elektrophoretische Auftrennung punktférmig auf eine
Tragermembran aufgetragen wird. In diesem speziellen Fall ist die Zielstruktur die DNA und Mo-
difikation werden iiber eine Antikorper-Reaktion nachgewiesen.

Der verwendete primdre Antikorper bindet spezifisch mit (5'- 6")-Cyclobutanpyrimidindimeren
der Basen Thymin und Cytosin. Mit diesem Assay werden daher anders als mit der zuvor be-
schriebenen HPLC-Methode neben den Thymindimeren auch Heterodimere der beiden Basen und
das Homodimer der DNA-Base Cytosin nachgewiesen. Diese Dimere werden im Folgenden mit
dem Begriff Cyclobutanpyrimidindimere (CPD) beschrieben.

L J
I

3mal 30 Minuten UVC

Abbildung 4.27: Dot Blot: UV-abhéngige CPD-Bildung im Oligonucleotid 1

Zum Nachweis der CPD-Bildung in Oligonucleotiden nach UV-Exposition, wurde das Oligo-
nucleotid 1 (siehe Tabelle 4.1) dreimal fiir 30 Minuten mit UVC-Licht bestrahlt. Mit Hilfe des
Dot Blots konnte eine CPD-Bildung nach UVC-Exposition eindeutig nachgewiesen werden (Ab-
bildung 4.27). In unbestrahlten Zellen wurde keine CPD-Bildung gezeigt.

Um die Bildung von CPDs in hdF nach UV-Exposition untersuchen zu kénnen, wurden hdF ver-
schiedenen UVB-Dosen ausgesetzt und die DNA mit einem DNA-Extraktions-Kit (QIAamp DNA
Mini Kit, Quiagen, Hilden, Deutschland) isoliert. Die DNA wird anschlieBend wie in Abschnitt
4.29 beschrieben, auf eine Tragermembran aufgetragen und die CPDs immunochemisch bestimmt.
Es konnte auch in hdF eine dosisabhédngige Bildung von CPDs gezeigt werden (Abbildung 4.28).
In unbestrahlten Zellen wurden keine CPDs nachgewiesen. Um die Ergebnisse aus den drei Versu-
chen miteinander vergleichen zu konnen, wurde das CPD-Signal nach einer Bestrahlung der Zellen

mit 300 mJ/cm? auf 1 gesetzt und alle weiteren Ergebnisse darauf bezogen.
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Abbildung 4.28: Dot Blot: UVB-abhingige CPD-Bildung in hdF
CPDs (300 mJ/cm?)=1,n=3

Nachdem eine dosisabhiangige CPD-Bildung in hdF gezeigt werden konnte, wurde als néchstes der
Einfluss der Carotinoide auf die CPD-Bildung nach UV-Exposition untersucht.

In Abbildung 4.29 ist beispielhaft ein Blot von DNA-Proben aus hdF nach UVB-Bestrahlung ab-
gebildet. Von jeder Bestrahlungsdosis sind die Blots der Kontrollzellen (0,1 % THF) und der mit
DHIR behandelten Zellen dargestellt. Bei unbestrahlten Zellen ist noch keine CPD-Bildung zu
erkennen, wohingegen bei einer Bestrahlung mit 300 mJ/cm? UVB bereits eine deutliche CPD-
Bildung zu sehen ist. Die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung aus einer Dreifachbe-

stimmung sind in Abbildung 4.30 gezeigt.
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Abbildung 4.29: Dot Blot: UV-abhéngige CPD-Bildung nach Behandlung mit DHIR in hdF
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Abbildung 4.30: Bildung von CPDs in hdF nach UVB-Bestrahlung; Kontrolle = 0,1 % THF

Die Farbdichte (FD) der Dot Blot Signale wurde fiir die Auswertung jeweils auf die DNA-Konzentration
normiert.

Wihrend eine dosisabhingige CPD-Bildung in hdF mit dieser Methode eindeutig nachgewiesen
wurde (sieche Abbildung 4.28), konnte eine Veranderung der CPD-Bildung durch die Carotinoide
nicht eindeutig gezeigt werden (siche Abbildung 4.30). Die Ergebnisse der Dot Blot Methode
unterliegen betrdchtlichen Schwankungen und geben daher nur einen Hinweis darauf, dass die
Substanzen, inbesondere DHIR und IR, einen schiitzenden Effekt gegen die UV-induzierte CPD-
Bildung austiben.

Um den Einfluss der Carotinoide auf die Bildung von CPDs in hdF nach UV-Exposition weiter

zu untersuchen, wurde eine immunzytochemische Farbung in den Zellen selbst mit dem priméaren

Antikorper durchgefiihrt, der bereits fiir die Dot Blot Methode verwendet wurde.
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4.4.3 Immunzytochemische Farbung (Immunostaining)

Die immunzytochemische Féarbung (Immunostaining) ist eine Methode zur Bestimmung von An-
tigenen in fixierten Zellen. Antigene, in diesem Fall CPDs werden mit Hilfe von spezifischen
Antikorpern tliber eine Antigen-Antikorper Wechselwirkung nachgewiesen. Um den Einfluss der
Verbindungen auf die UV-induzierte CPD-Bildung untersuchen zu konnen, wurden die hdF fiir
24 h mit den Carotinoiden (10 uM) inkubiert und anschlieBend verschiedenen UV-Dosen ausge-
setzt. Die Farbung wurde zum einen unmittelbar nach Bestrahlung (0 h Postinkubation) und zum
anderen nach 24 h Postinkubation durchgefiihrt. Die Analyse der Proben erfolgt mit einem Fluo-
reszenzmikroskop und anschlieender densitometrischer Auswertung der Bilder mit ImageJ.

In Abbildung 4.31 und 4.32 sind mikroskopische Aufnahmen der immunzytochemischen Farbung
in hdF gezeigt, wobei die blau eingefarbten Bereiche die DNA im Zellkern und die rot eingeféarbten
die CPDs zeigen.

A C
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. . |

100 mJ/cm?
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200 mJ/cm?
. |

300 mJ/cm?

Abbildung 4.31: Bildung von CPDs in hdF unmittelbar nach UV-Bestrahlung (0 h):
A Kontrollzellen B 10 uM DHIR, C 10 uM IR D 10 uM Lutein

In Abbildung 4.33 sind die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der UV-induzierten
CPD-Bildung in hdF dargestellt. Auch mit dieser Methode wurde eine dosis-abhidngige CPD-
Bildung in hdF gezeigt (siche Abbildung 4.33 A). Die Hintergrundfarbung unbestrahlter Kon-
trollzellen (0,1 % THF) betragt 11,7+2,9 FD (Farbdichte). In B ist das CPD-Level nach O h Po-
stinkubation in hdF bezogen auf bestrahlte Kontrollzellen, welche auf 100 % gesetzt wurden, ge-
gen die UVB-Dosen abgebildet. Bei allen gewéhlten UVB-Dosen ist eine statistisch signifikante
Verminderung der CPD-Bildung in Zellen, die mit den aromatischen Carotinoiden (IR, DHIR) be-

handelt wurden, zu erkennen. Beide Carotinoide zeigen somit in diesem Modellsystem protektive
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Abbildung 4.32: Bildung von CPDs in hdF nach UV-Bestrahlung und 24 h Postinkubation:
A Kontrollzellen B 10 uyM DHIR, C 10 uM IR D 10 uM Lutein

200 mJ/cm?

Effekte gegentiber der CPD-Bildung, wobei der Effekt des DHIRs etwas stérker ist. Das nicht-
aromatische Carotinoid Lutein zeigt keinen Effekt auf die UV-abhéngige CPD-Bildung. In C ist
die CPD-Bildung in den hdF nach 24 h Postinkubation abgebildet. Der schwarze Balken reprasen-
tiert hierbei das jeweilige CPD-Level der bestrahlten Kontrollzellen nach 0 h Postinkubation. Es
ist zu sehen, dass nach 24 h bereits teilweise eine Reparatur erfolgt ist, aber noch etwa 80 % der
gebildeten CPDs vorhanden sind. Nach 24 h ist der protektive Effekt der aromatischen Caroti-
noide nur noch fiir DHIR bei den UVB-Dosen 200 mJ/cm? und 300 mJ/cm? statistisch signifikant.
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass mit der immunzytochemischen Farbung sowohl
eine dosisabhidngige Thymindimerbildung als auch der Einfluss der Carotinoide auf die UV-indu-
zierte Thymindimerbildung in hdF gezeigt wurde. Durch die Untersuchung der beiden Zeitpunkte
(Oh, 24h) konnte auch der Einfluss der Reparatur abgeschétzt werden.

Die aromatischen Carotinoide (DHIR, IR) zeigen in diesem Modellsystem einen statistisch signi-

fikanten protektiven Effekt gegen UV-induzierte Thymindimerbildung.
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Abbildung 4.33: Bildung von CPDs in hdF nach UVB Bestrahlung: A dosis-abhingige
CPD-Bildung, die Hintergrundfarbung unbestrahlter Kontrollzellen betragt
11,742,9 FD B CPD-Level nach 0 h in hdF bezogen auf bestrahlte Kontrollzellen
C CPD-Level nach 24 h in hdF bezogen auf bestrahlte Kontrollzellen nach Oh
(schwarze Balken); , n=3, *p < 0,05 bezogen auf jeweilige Kontrollzellen
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4.5 UV-induzierte Entzindungsreaktionen

Das UV-induzierte Erythem ist eine primére Entziindungsreaktion der Haut als Folge von UV-
induzierten Schiden. Diese Entziindungsreaktion soll im Modellsystem (Zellkultur) anhand ver-
schiedener Entziindungsparameter untersucht werden. In Abschnitt 4.3 und 4.4 konnten protektive
Wirkungen der aromatischen Carotinoide, insbesondere DHIR auf UV-induzierte DNA-Schéaden
gezeigt werden. Im Rahmen biologischer Photoprotektion ist es wiinschenswert die Zell-Schiden
und somit die Entstehung des Erythems zu verhindern. Nicht erstrebenswert ist es eine bereits
initiierte Erythembildung zu unterdriicken. Es soll daher untersucht werden, ob das aromatische
Carotinoid DHIR sowie das nicht-aromatische Carotinoid Lutein die Entziindungsreaktion nach
UV-Einwirkung modulieren.

Fiir die Untersuchung der UV-induzierten Entziindungsreaktion wurden Keratinozyten verwendet,
da UV-induzierte Zytokine (als Entziindungsmarker) vor allem von Keratinozyten und Langerhans-
Zellen freigesetzt werden [73, 102]. HaCaT-Zellen sind als immortalisierte, nicht tumorigene Zell-
linie humaner Epithelzellen als Modellsystem gut geeignet, da sie liber eine hohe Passagenzahl

ohne Veridnderung der biochemischen Parameter kultivierbar sind.

4.5.1 Translokalisation von Nf<B in HaCaT-Zellen nach
UVB-Exposition

UV-Bestrahlung aktiviert eine Reihe von Signalkaskaden in der Zelle, eine davon ist der NfxB-
Signalweg (siehe Abbildung 4.38). Unter normalen physiologischen Bedingungen liegt NfxB als
inaktiver Komplex im Cytosol vor. Hierbei ist NfxB an [xB Proteine gebunden. Werden 1xB Pro-
teine durch IxB Kinasen (IKK) phosphoryliert, verandern die [xB Proteine ihre Konformation
und NfxB wird freigesetzt [72]. Der NfkB Komplex kann nun in den Zellkern wandern und dort
die Expression von Zielgenen aktivieren (Translokation). NfxB ist ein induzierbarer Transkripti-
onsfaktor, der u.a. die Expression von zahlreichen Proteinen bei dermalen Entziindungsprozessen

moduliert.

4.5.1.1 Immunzytochemische Farbung von NfxB und Translokalisation nach
UVB-Bestrahlung

Um die Translokalisation von Nf«B in HaCaT-Zellen nach UVB-Bestrahlung untersuchen zu
konnen, wurde zunichst eine immunzytochemische Farbung von NfxB im Zytosol und Zellkern
nach 1h, 6h und 24 h Postinkubation durchgetfiihrt. Mikroskop-Bilder wurden mit einer digita-
len Kamera in schwarz/wei3 aufgenommen und anschlieBend mit der Software AquaCosmos 1.2
gefiarbt. Ausgewéhlte Bilder aus den Inkubationsansétzen sind in den Abbildungen 4.34, 4.35 und
4.36 fiir 1 h, 6 h und 24 h Postinkubation dargestellt.

In Abbildung 4.34 A sind die Kontrollzellen mit THF, in B mit DHIR inkubierte Zellen, in C mit
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Lutein inkubierte Zellen gezeigt. Die blauen Bereiche zeigen den Zellkern (DAPI-Férbung), die
griinen Bereiche zeigen die Lokalisation von NfxB. In den unbestrahlten Kontrollzellen ist nach
1 h Postinkubation eine geringe Menge von NfxB im Cytosol zu erkennen. Nach Bestrahlung mit
10 mJ/em? UVB ist die Menge an NfxB im Cytosol bereits leicht angestiegen. Im Kern ist noch
keine Verinderung zu erkennen. Nach einer Bestrahlung mit 30 mJ/cm? UVB ist ein weiterer An-
stieg der NfkB Menge im Cytosol zu erkennen, wobei im Kern weiterhin kaum eine Veranderung
festzustellen ist. Erst nach einer Bestrahlung von 50 mJ/cm? UVB ist eine geringe Translokation
von NfxB in den Kern zu sehen.

In Abbildung 4.35 sind ausgewahlte Bilder der immunzytochemischen Farbung nach UVB-Be-
strahlung und 6h Postinkubation gezeigt. In unbestrahlten Zellen ist nach einer Postinkubation von
6 h, wie zu erwarten war, eine geringe Menge NfxB im Cytosol zu erkennen. In bestrahlten Zellen
(10 mJ/ecm? UVB) ist im Gegensatz zu einer Postinkubationszeit von 1 h nach 6 h ein deutlicher
Anstieg des NfxkB Menge im Cytosol, sowie eine Translokation von Nf«B in den Zellkern zu er-
kennen. Bei einer Erhohung der Bestrahlungsdosis auf 30 mJ/cm? UVB zeigt sich im Vergleich
zu 10 mJ/ecm? UVB keine Verinderung. Erst bei einer Bestrahlung der Zellen mit 50 mJ/cm? UVB
erhoht sich der NfxB Gehalt im Cytosol und die Translokation in den Zellkern nimmt zu. AuB3er-
dem ist eine Anreicherung des NfxBs im Cytosol um den Zellkern zu erkennen.

Der Vergleich der beiden Zeitpunkte macht deutlich, dass eine Postinkubationszeit von 1 h nicht
ausreicht um eine Translokation des NfxB in den Zellkern bei UVB-Dosen von 10 mJ/cm? und
30 mJ/cm? unter den beschriebenen Versuchsbedingungen zu gewihrleisten. Nach 6 h Postinkuba-
tion wird bei allen verwendeten UVB-Dosen die Translokation von NfxB in den Zellkern beob-
achtet.

Die Untersuchung der Zellen nach einer Postinkubation von 24 h soll zeigen, ob die NfxB Translo-
kation in den Zellkern nach 24 h im Vergleich zu 6 h weiter ansteigt oder bereits wieder abnimmt.
In bestrahlten Zellen ist die NfkB Translokation in den Zellkern nach einer Postinkubation von
24 h wieder deutlich zuriickgegangen. Bei einer Bestrahlung mit 10 mJ/cm? und 30 mJ/cm? UVB
ist im Vergleich zu unbestrahlten Zellen nur noch eine leicht erhhte Menge an NfxB im Cytosol
zu erkennen. Nur bei der Bestrahlungsdosis von 50 mJ/cm?> UVB ist nach einer Postinkubation
von 24 h noch eine Translokation von NfxB in den Zellkern zu beobachten. Eine Modulierung der
NfkB-Menge im Cytosol und Translokation in den Zellkern ist durch die Behandlung der Zellen
mit den Carotinoiden (DHIR, Lutein) nicht zu erkennen (siehe Abbildung 4.34 bis 4.36).

Zur weiteren Analyse dieser Daten wurden die Bilder densitometrisch ausgewertet.
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Abbildung 4.34: Immunzytochemische Farbung von NfkB nach UVB-Bestrahlung und 1h Postin-
kubation in HaCaT-Zellen: A Kontrollzellen, B 10 uM DHIR, C 10 uM Lutein
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Abbildung 4.35: Immunzytochemische Fiarbung von NfxB nach UVB-Bestrahlung und 6h Postin-
kubation in HaCaT-Zellen: A Kontrollzellen, B 10 uyM DHIR, C 10 uM Lutein
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Abbildung 4.36: Immunzytochemische Farbung von NfxB nach UVB-Bestrahlung und 24h Po-
stinkubation: A Kontrollzellen, B 10 uM DHIR, C 10 uM Lutein
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Abbildung 4.37: NfxB Translokation in den Kern von HaCaT-Zellen nach UVB-Bestrahlung:
A Vergleich Postinkubationszeiten: NfxB Expression in Kontrollzellen
(0,1% THF) B Postinkubation 1h C Postinkubation 6h D Postinkubation
24h

Die Bilder der immunzytochemischen Farbung wurden densitometrisch mit der Software Imagel
ausgewertet, die Ergebnisse dieser Auswertung sind in Abbildung 4.37 gezeigt. Die Nf«B Translo-
kation in den Kern ist als x-fache der Kontrolle (0,1 % THF) dargestellt. In Abbildung 4.37 A ist die
Translokation nach UVB-Bestrahlung der unbehandelten Zellen fiir alle Postinkubationszeitpunkte
gezeigt. Es ist zu erkennen, dass die Translokation nach 1 h nur in geringem Umfang stattgefunden
hat. Nach 6h ist ein deutlicher Anstieg der NfxB Translokation in den Zellkern der bestrahlten
Zellen zu sehen. Nach 24 h ist die Nf«B Translokation in den Kern wieder deutlich gesunken und
entspricht in etwa der Nf«B Translokation nach 1 h. Die Ergebnisse der densitometrischen Aus-
wertung der Nf«B Translokation in den Zellkern entsprechen den qualitativen Ergebnissen aus
Abbildung 4.34 bis 4.36.

In den Abbildungen 4.37 B, C und D ist die NfxB Translokation in den Kern behandelter Zellen
(DHIR, Lutein) fiir die Postinkubationszeiten 1 h, 6 h und 24 h dargestellt. Auch in der densitome-
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trischen Auswertung der mikroskopischen Bilder ist keine Modulierung der NfxB Translokation
in den Zellkern durch Behandlung der Zellen mit den Carotinoiden (DHIR, Lutein) feststellbar.
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4.5.1.2 Nachweis der Nf<B Translokalisation nach UVB-Bestrahlung mit Western
Blot Analyse

Um die Ergebnisse der immunzytochemischen Farbung abzusichern und um die NfkB Menge in
Cytosol und Zellkern nach UVB-Bestrahlung mengenméfBig zu erfassen, wurde ein Western Blot
durchgefiihrt. Das Zelllysat wurde in eine Cytosol- und Kernfraktion aufgetrennt, und eine separate
Bestimmung von NfxB in beiden Fraktionen durchgefiihrt. Fiir die statistische Auswertung wurde
NfkB in den beiden Fraktionen in drei unabhéngigen Experimenten bestimmt (n = 3). Die Auswer-

tung erfolgte mit dem zweiseitigen Student’s t-Test; das Signifikanzniveau wurde auf *p < 0,05

gesetzt.
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Abbildung 4.38: Western Blot von Nf«B nach UVB-Bestrahlung und 6 h Postinkubation

In Abbildung 4.38 ist ein exemplarischer Western Blot von Nf«B in Cytosol und Zellkern nach
UVB-Bestrahlung und 6 h Postinkubation gezeigt. In dieser Darstellung ist die Kernfraktion mit
Ladekontrolle (Lamin B Rezeptor) jeweils oben und die cytosolische Fraktion mit Ladekontrolle
(8-Actin) jeweils unten abgebildet. Die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der Western
Blots sind in Abbildung 4.39 gezeigt (Mittelwert n = 3). Die NfxB Menge ist jeweils als x-fache
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Abbildung 4.39: Nf«B in HaCaT-Zellen nach UVB-Bestrahlung und 6 h Postinkubation
A Kernfraktion B Cytosolfraktion

der Kontrolle dargestellt. Es ist eine dosisabhingige Translokation von NfxB in den Kern nach
UVB-Exposition zu erkennen (Abbildung 4.39 A). Die NfxB Translokation in den Zellkern steigt
unter den Versuchsbedingungen auf das bis zu 2,9-fache der Kontrolle an. Die NfxB Menge im
Cytosol steigt zunichst unter UVB-Exposition auf das 1,3-fache der Kontrolle an und sinkt dann



4.5 UV-induzierte Entziindungsreaktionen 101

bei hoherer UVB-Bestrahlungsdosis wieder auf den Ausgangswert der Kontrolle ab (siehe Abbil-
dung 4.39 B). Ein statistisch signifikanter Effekt der Carotinoide (10 uM) auf NfxB wurde nicht
beobachtet.
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Abbildung 4.40: Western Blot von Nf«B nach UVB-Bestrahlung und 24 h Postinkubation

In Abbildung 4.40 sind die Western Blots von NfxB nach UVB-Bestrahlung und 24 h Postinkuba-
tion gezeigt. In der Darstellung ist die Kernfraktion mit Ladekontrolle (Lamin B Rezeptor) jeweils

oben und die cytosolische Fraktion mit Ladekontrolle (5-Actin) jeweils unten abgebildet.
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Abbildung 4.41: NfxB in HaCaT-Zellen nach UVB-Bestrahlung und 24h Postinkubation
A Kernfraktion B Cytosolfraktion

Die Auswertung der immunzytochemischen Farbung zeigt fiir diesen Zeitpunkt (24 h) eine deutlich
geringere NfxB Translokation in den Zellkern als nach 6 h Postinkubation. Die densitometrische
Auswertung der Western Blots ist in Abbildung 4.41 zusammengefasst.

Wie zu erwarten war, ist nach 24 h Postinkubation keine dosisabhéngige Zunahme der Nf«B Trans-
lokation in den Zellkern zu erkennen. Nur bei der hochsten Bestrahlungsdosis ist noch eine schwa-
che Translokation von NfxB in den Zellkern nachweisbar.

Die UVB-induzierte NfxB Menge im Cytosol ist auch nach 24 h im Vergleich zu 6 h wieder deut-
lich zuriickgegangen. Nur bei der Bestrahlungsdosis von 10 mJ/cm? UVB ist noch eine leicht hohe-
re NfkB Menge (1,5-fache der Kontrolle) nachweisbar (sieche Abbildung 4.41). Ein statistisch si-
gnifikanter Einfluss der Carotinoide auf NfxB und dessen Translokation konnte auch in diesem
Versuch nicht gezeigt werden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass eine dosisabhidngige UVB-induzierte NfxB
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Translokation in den Zellkern gezeigt werden konnte (6 h Postinkubation). Nach 24 h Postinku-
bation ist die NfkB Menge wieder deutlich zurtickgegangen und sinkt auf die Ausgangsmenge in

der Kontrolle.
Ein statistisch signifikanter Effekt der Carotinoide auf NfxB und dessen Translokation wurde nicht

nachgewiesen.
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4.5.1.3 Vergleich der Ergebnisse zur UVB-induzierten NfxB Translokation in
HaCaT-Zellen aus der immunzytochemischen Farbung und der Western
Blot Analyse

Die Abbildung 4.42 zeigt den Vergleich der Ergebnisse der beiden Methoden zur Bestimmung der
NfxB Translokation in HaCaT-Zellen als x-fache der Kontrolle.
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Abbildung 4.42: Vergleich der Ergebnisse zur UVB-induzierten NfxB Translokation: Immunzyto-
chemische Farbung vs. Western Blot Methode
1 6 h Postinkubation 2 24 h Postinkubation A THF B DHIR C Lutein

Generell konnte mit beiden Methoden eine dosisabhidngige UVB-abhéngige Translokation von
NfxB in den Zellkern gezeigt werden. Die NfxB Translokation in den Zellkern nach 6 h Postinku-
bation wird mit der Western Blot Methode etwas hoher bestimmt als bei der immunzytochemische
Farbung (sieche Abbildung 4.42 A; - C,). Bei einer Postinkubationszeit von 24 h ist der Unter-
schied der Ergebnisse beider Methoden geringer. Bei einer Postinkubationszeit von 24 h zeigt die
immunzytochemische Farbung im Vergleich zur Western Blot Methode leicht hohere Werte (sieche
Abbildung 4.42 A, - C»).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die beiden Methoden zur Bestimmung der
NfkB Translokation in HaCaT-Zellen vergleichbare Ergebnisse ergaben. Weder DHIR noch Lutein
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verandern die NfxB Translokation nach UV-Exposition. Modulatorische Wirkung der Carotinoide

auf diesen Signalweg des Entziindungsgeschehens wurden somit nicht beobachtet.
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4.5.2 Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-6 in
HaCaT-Zellen nach UVB-Exposition

Interleukin-6 (IL-6) gehort zu den proinflammatorischen Zytokinen, welche die Entziindungsreak-
tion regulieren. In Hautzellen kann es durch UV-Bestrahlung induziert werden. Posttranslational
werden u.a. durch Abspaltung von Peptiden, Glykosylierung und Phosphorylierung verschiede-
ne Isoformen erzeugt. Die genaue biologische Funktion der einzelnen Isoformen ist jedoch nicht
vollstandig geklart [103].

Fiir die Bestimmung der Expression von IL-6 in HaCaT-Zellen nach UVB-Exposition wurden die
Zellen gemall Abschnitt 3.9 kultiviert, mit den Carotinoiden inkubiert und verschiedenen UVB-
Dosen ausgesetzt. Nach 1, 6 bzw. 24 h Postinkubation wurden die Zellen lysiert und die IL-6-
Expression im Zelllysat mit Hilfe des Western Blots bestimmt.

Fiir die statistische Auswertung wurde die Interleukin-6 Expression in drei unabhédngigen Expe-
rimenten bestimmt (n = 3). Die statistische Auswertung erfolgte mit dem zweiseitigen Student’s
t-Test; das Signifikanzniveau wurde auf *p < 0,05 gesetzt.

Die exemplarischen IL-6 Western Blots sind in Abbildung 4.43 gezeigt. Die Proteinbanden von IL-
6 sind jeweils oben dargestellt, die der Ladekontrolle (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase -

GAPDH) jeweils unten. Fiir Interleukin-6 findet man in fast allen Blots zwei Proteinbanden. In der
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Abbildung 4.43: Western Blots der IL-6 Expression in HaCaT-Zellen nach UVB-Bestrahlung:
A 1h Postinkubation, B 6 h Postinkubation, C 24 h Postinkubation
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densitometrischen Auswertung wurden beide Proteinbanden beriicksichtigt.

Die densitometrische Auswertung der Interleukin-6 Expression in HaCaT-Zellen nach UVB-Be-
strahlung ist in Abbildung 4.44 dargestellt. In dieser Darstellung ist bei einer Postinkubationszeit
von 6 h eine dosisabhédngige Zunahme der IL-6 Expression zu erkennen. Werden die Zellen einer
UVB-Dosis von 50 mJ/cm? ausgesetzt, steigt die IL-6 Expression auf das 8-fache der Kontrolle
an. Bei einer Postinkubationszeit von 1 h ist kein Anstieg der IL-6 Expression in den Zellen unter
den beschriebenen Versuchsbedingungen zu erkennen. Nach 24 h ist der UV-induzierte Anstieg der

IL-6 Expression in HaCaT-Zellen wieder geringer als nach 6 h.
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Abbildung 4.44: UVB-abhingige Induktion von IL-6 in HaCaT-Zellen
Kontrolle = unbestrahlt; 0,1 % THF

Nachdem ein UV-induzierter Anstieg der IL-6 Expression in HaCaT-Zellen gezeigt wurde, liegt
der Fokus im Folgenden auf der Untersuchung des Einflusses der Carotinoide (DHIR, Lutein) auf
die IL-6 Expression. In Abbildung 4.45 ist die IL-6 Expression der Kontrollzellen (0,1 % THF)
jeweils auf 100 % gesetzt und alle weiteren Werte darauf bezogen.

In Abbildung 4.45 A ist der Einfluss der Carotinoide auf die IL-6 Expression nach 1h Postinku-
bation dargestellt. In unbestrahlten und mit 10 mJ/cm? UVB bestrahlten Zellen ist die IL-6 Ex-
pression im Vergleich zu den Kontrollzellen etwas erhéht. Bei héheren UVB-Dosen (30 mJ/cm?
und 50 mJ/cm?) ist die IL-6 Expression in behandelten Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen
niedriger. Diese Effekte sind aber nur bei einer Bestrahlung mit 50 mJ/cm? UVB in Kombination
mit einer Behandlung der Zellen mit Lutein statistisch signifikant.

Fiir die Postinkubationszeit von 6 h ergibt sich ein dhnliches Bild (siche Abbildung 4.45 B).
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Abbildung 4.45: IL-6 Expression nach UVB-Bestrahlung von HaCaT-Zellen:
A 1 h Postinkubation, B 6 h Postinkubation, C 24 h Postinkubation
Kontrollzellen = 0,1 % THF; *p < 0,05 bezogen auf jeweilige Kontrolle

Eine Bestrahlung der Zellen mit 10 mJ/cm? und 50 mJ/cm? UVB und Behandlung mit den Caro-
tinoiden fiihrt zu einer leicht geringeren IL-6 Expression im Vergleich zu den Kontrollzellen. Im
Gegensatz dazu wurde fiir eine Bestrahlung der Zellen mit 30 mJ/cm? UVB und einer Behandlung
der Zellen mit den Carotinoiden eine leicht erhohte IL-6 Expression festgestellt. Keiner dieser Ef-
fekte ist jedoch statistisch signifikant.

Die IL-6 Expression nach UVB-Bestrahlung und einer Postinkubation von 24 h ist in Abbildung
4.45 C dargestellt. Lutein bewirkt 24 h nach UVB-Bestrahlung keine Verédnderung der IL-6 Expres-
sion in HaCaT-Zellen. Fiir DHIR ist eine hohere IL-6 Expression im Vergleich zu Kontrollzellen
fiir die Bestrahlungsdosen 30 mJ/cm? und 50 mJ/cm? UVB erkennbar. Dieser Effekt ist aber statis-
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tisch nicht signifikant.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass 6 h nach Bestrahlung eine dosisabhéngige UV-
Induktion der IL-6 Expression in HaCaT-Zellen nachgewiesen werden konnte. Ein statistisch si-
gnifikanter Einfluss der Carotinoide auf die IL-6 Expression in HaCaT-Zellen konnte aber nicht
gezeigt werden. Allein in den mit Lutein behandelten Zellen findet man in Kombination mit der

héchsten UVB-Dosis (50 mJ/cm?) eine statistisch signifikant erniedrigte IL-6 Expression.
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4.5.3 Expression der immunmodulatorischen Interleukine IL-10 und
IL-12 in HaCaT-Zellen nach UVB-Exposition

Bei Interleukin-10 handelt es sich um ein immunsuppressives Zytokin, welches u.a. regulatorische
T-Zellen aktivieren kann [104]. Es ist ein wichtiges anti-inflammatorisches Zytokin, das nach Be-
strahlung mit UVB in humanen Keratinocyten und anderen Hautzellen induziert wird [105]. Als
wichtiger Inmunmodulator bewahrt es den Organismus vor tibersteigerten Entziindungsreaktionen
und sorgt bei erfolgter Reparatur des Schadens fiir ein Abklingen der Entzlindungsreaktion [106].
In der UV-Protektion ist es daher nicht wiinschenswert dieses anti-inflammatorische Zytokin durch
lichtschutzaktive Substanzen (DHIR, Lutein) zu beeinflussen.

Zur Bestimmung von Interleukin-10 im Kulturmedium von HaCaT-Zellen nach UVB-Bestrahlung
wurden die Zellen gemal3 Abschnitt 3.10.1 kultiviert, mit Carotinoiden inkubiert und mit verschie-
denen UVB-Dosen bestrahlt. Nach 24 h Postinkubation wurde eine Probe des Kulturmediums
fiir die immunologische IL-10-Bestimmung entnommen. Fiir die statistische Auswertung wurde
die Interleukin-10 Konzentration im Kulturmedium in drei unabhéngigen Experimenten bestimmt
(n = 3). Die Auswertung erfolgte mit dem zweiseitigen Student’s t-Test; das Signifikanzniveau

wurde auf *p < 0,05 gesetzt.
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Abbildung 4.46: Interleukin-10 Konzentration im Kulturmedium von HaCaT-Zellen nach UVB-
Bestrahlung

Abbildung 4.46 zeigt die UVB-abhangige IL-10 Konzentration im Kulturmedium von HaCaT-

Zellen nach einer Postinkubationszeit von 24 h. Hierbei ist die IL-10 Induktion als x-fache der
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Kontrolle dargestellt. Die Konzentration von Interleukin-10 im Kulturmedium unbestrahlter Kon-
trollzellen wurde auf 1 gesetzt und alle weiteren Werte darauf bezogen. Es ist zu erkennen, dass die
Interleukin-10 Konzentration in unbestrahlten Zellen leicht zunimmt, wenn diese mit den Caroti-
noiden DHIR und Lutein inkubiert werden. Diese Zunahme ist jedoch im Vergleich zur Kontrolle
statistisch nicht signifikant. Eine Bestrahlung der Zellen mit UVB fiihrt unter den beschriebenen
Versuchsbedingungen zu keiner Induktion von IL-10 in HaCaT-Zellen.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass eine UVB-abhéngige Induktion von IL-10 in
HaCaT-Zellen nicht beobachtet wurde und dass keine statistisch signifikante Beeinflussung der
Expression des immunmodulatorischen Zytokins IL-10 durch eine Behandlung der HaCaT-Zellen

mit den Carotinoiden DHIR und Lutein gezeigt wurde.

Interleukin-12 ist ein weiteres immunmodulatorisches Zytokin, welches u.a. das Wachstum und die
Funktion von T-Helferzellen in der zellularen Abwehr reguliert, sowie immunstimulierend wirkt
[107]. Aufgrund der immunsuppressiven Wirkung von UV-Licht ist mit steigender UVB-Dosis ein
niedrigeres IL-12 Level zu erwarten.

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgt analog zur Bestimmung von Interleukin-10 im Kulturmedium
der HaCaT-Zellen.
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Abbildung 4.47: Interleukin-12 Konzentration im Kulturmedium von HaCaT-Zellen nach UVB-
Bestrahlung, *p < 0,05 bezogen auf unbestrahlte Kontrolle

In Abbildung 4.47 ist die IL-12 Konzentration im Kulturmedium von HaCaT-Zellen nach UVB-

Exposition und einer Postinkubationszeit von 24 h gezeigt. Die IL-12-Konzentration im Kulturme-



4.5 UV-induzierte Entziindungsreaktionen 111

dium unbestrahlter Kontrollzellen wurde auf 1 gesetzt und alle weiteren Werte hierauf bezogen. Es
ist zu erkennen, dass mit steigender UVB-Dosis die IL-12 Konzentration im Kulturmedium von
1,0 auf bis zu 0,4 abnimmt. Eine Bestrahlung mit 30 mJ/cm? und 50 mJ/cm? UVB fiihrt zu einer
statistisch signifikanten Abnahme der IL-12 Konzentration im Vergleich zur Kontrolle. Mit den
Carotinoiden behandelte Zellen weisen leicht hohere 1L-12 Konzentration im Kulturmedium auf
als unbehandelte Zellen. Eine statistische Signifikanz konnte aber nicht nachgewiesen werden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass eine steigende UVB-Dosis zu einer niedrige-
ren Konzentration an IL-12 im Kulturmedium der bestrahlten Zellen fiihrt. Eine Beeinflussung der
IL-12 Konzentration im Kulturmedium durch eine Behandlung mit den Carotinoiden DHIR und

Lutein konnte nicht nachgewiesen werden.
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es im Zellsystem zu untersuchen, ob eine endogene Photoprotektion durch
aromatische Carotinoide mdglich ist. Durch UV-Licht entstehen direkte und indirekte Zellschdden
(siehe Abschnitt 1.2). Die UV-bedingten Zellschdaden betreffen DNA, Proteine und Lipide. In der
vorliegenden Arbeit wurden UV-bedingte DNA-Schiden untersucht. Diese Zellschdden fiihren da-
zu, dass verschiedene Entziindungsmediatoren freigesetzt werden, welche wiederum zur Entste-
hung einer lokalen Entziindung fiihren (siche Abbildung 5.1). Die lokale Entziindung schafft u.a.
auch Voraussetzungen fiir die Reparatur der entstandenen Schéden. In der Photoprotektion ist es
somit wiinschenswert, dass die eingesetzten Substanzen UV-induzierte Schidden vermindern ohne
die Entziindungsreaktion ganz oder teilweise zu unterdriicken.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden die aromatischen Carotinoide DHIR und IR auf
photoprotektive Wirkungen gegeniiber DNA-Schidden in humanen dermalen Fibroblasten unter-
sucht (siehe Abbildung 5.1). Das strukturell dhnliche nicht-aromatische Carotinoid Lutein diente
als Vergleichssubstanz. Der zweite Teil dieser Arbeit ist auf die Untersuchung der UV-induzierten
Entziindungsreaktion in Hautzellen fokussiert. Es wurde untersucht, ob das aromatische Caroti-
noid DHIR oder das strukturell dhnliche Lutein ausgewéhlte Entziindungsparameter beeinflussen
(siehe Abbildung 5.1).
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Abbildung 5.1: Anforderungen an Substanzen zur Photoprotektion
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5.1 Zellmodelle

Die Haut dient, als duflere Barriere des menschlichen Kérpers u.a. dem Schutz gegen externe No-
xen, wie z.B. UV-Licht. Fiir die Untersuchung der Carotinoide auf eine mdgliche Eignung zum
Einsatz in der Photoprotektion, bieten sich Zellmodelle kultivierter Hautzellen an. Fiir die Bear-
beitung der genannten Fragestellungen wurden zwei verschiedene Zellmodelle verwendet.

Das erste Zellmodell (humane dermale Fibroblasten) hat sich bereits in vorangegangenen Arbeiten
[24, 108] fiir die Untersuchung der Photoprotektion als geeignet erwiesen. Humane dermale Fibro-
blasten sind ein hédufig verwendetes Zellmodell zur Untersuchung des photoprotektiven Potentials
von Substanzen [109, 110, 111]. Die verwendeten Fibroblasten wurden aus Praputiumzellen eines
gesunden, eurasischen Neugeborenen isoliert (CCD-1064 Sk). Fibroblasten sind der dominierende
Zelltyp in der Dermis, welche die Epidermis tiber die Lamina densa mit Néhrstoffen versorgt [17].
Das UV-Erythem (Erythema solare) ist wie oben beschrieben Teil der priméren Entziindungsre-
aktion des Korper auf UV-Exposition. Als dulere Hautschicht kommt die Epidermis, welche zu
etwa 90 % aus Keratinozyten besteht, als erstes mit den UV-Strahlen in Kontakt. Primére Zytoki-
ne, als Mediatoren der Entziindung werden von Keratinozyten und Langerhans-Zellen freigesetzt
[73, 102]. Sie besitzen die Fahigkeit auf verschiedene Noxen mit der Sekretion spezifischer Zy-
tokine zu reagieren [67]. Fibroblasten konnen keine priméren Zytokine sezernieren, sind aber in
der Lage nach Aktivierung mit primdren Zytokinen eine Reihe von sekundiren Zytokinen aus-
zuschiitten [67]. Fiir die Bearbeitung des zweiten Teils wurde daher eine Keratinozyten-Zelllinie
gewdhlt, die einfach und reproduzierbar kultiviert werden kann. Bei den verwendeten HaCaT-
Zellen handelt es sich um eine spontan transformierte, nicht tumorigene Zelllinie humaner Epi-

thelzellen eines 62-jdhrigen Mannes [85].

5.2 Biologische Effekte von UV-Strahlung

Eine Behandlung der Zellen mit UV-Strahlen erzeugt Schédden an biologisch relevanten Molekiilen
und hat zelltoxische Wirkungen. Die Starke der Toxizitét ist abhangig von der Wellenldnge des
Lichts, der verwendeten UV-Dosis und der verwendeten Zelllinie. Um die Toxizitdt der UV-Dosen
auf die beiden Zelllinien zu bestimmen, wurde mit beiden Zelllinien ein SRB-Assay durchgefiihrt.
Wie bereits in Abschnitt 3.2.1 beschrieben, binden die negativ geladenen Sulfonium-Gruppen des
Sulforhodamin B unter leicht sauren Bedingungen elektrostatisch an die basischen Aminoséure-
Reste zelluldrer Proteine. Die bei 492 nm gemessene Absorption des Sulforhodamin B ist somit
proportional zur Zahl an der Kulturschale anhaftenden (adhdrenten) Zellen [86]. Zur Berechnung
der Zellviabilitit werden in diesem Assay adhédrente mit lebenden Zellen gleichgesetzt. Im Gegen-
satz zu anderen Viabilitéts- bzw. Zytotoxizitétstests ldsst der SRB-Assay keine Aussage tliber die
metabolische Aktivitdt der Zellen sowie den Grad der Zellschdadigung zu. Daher wurde als Mess-

zeitpunkt eine Postinkubationszeit von 24 h nach Bestrahlung gewéhlt, um falsch positive Werte,
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die geschédigte aber noch adhérente Zellen erfassen, zu minimieren. Es handelt sich bei dem SRB-
Assay um eine schnelle, einfache und sensitive in-vitro Methode zur Bestimmung der Zellviabilitét
in 96-Well-Platten [112]. Er zeichnet sich im Vergleich zu anderen Tests (z.B. MTT-Test) durch
ein sehr gutes Signal/Rausch-Verhiltnis, eine gute Linearitdt und durch einen sehr stabilen kolori-

metrisch erfassbaren Endpunkt aus [112, 113].

5.2.1 Einfluss von UV-Strahlung auf die Zellen

Fiir die Untersuchung des Einflusses von UVA-Strahlen auf hdF wurden die Zellen mit 5 J/cm?,
10J/cm? und 20 J/cm? bestrahlt. Dies entspricht in etwa der UVA-Dosis in der Region des 35.
nordlichen Breitengrades (z.B. Kreta, Griechenland) an einem Wolken freien Sommertag binnen
28 Minuten (10 J/cm?) [114]. Bei den verwendeten UVA-Dosen handelt es sich somit um physio-
logisch relevante UVA-Dosen. Fiir die Untersuchung von DNA-Schiaden nach UVA-Exposition
setzten Courdavault et al. humane Fibroblasten und Keratinozyten UVA-Dosen im Dosisbereich
von 0 bis 200 J/cm? aus [115]. Andere Studien zur Untersuchung UVA-induzierter DNA-Schiden
verwendeten UVA-Dosen bis 20 J/cm? [116]. Die o.g. UVA-Bestrahlungsdosen stimmen somit
mit den tiblicherweise verwendeten UVA-Dosen zur Untersuchung von UVA-induzierten DNA-
Schéden tiberein.

Im SRB-Assay konnte unter den beschriebenen Versuchsbedingungen fiir die genannten UVA-
Dosen keine toxische Wirkung in hdF gezeigt werden (sieche Abschnitt 4.1.1). In vorangegangenen
Studien zeigten UVA-Dosen ab 20 J/cm? zelltoxische Wirkungen [24]. In vergleichbaren Studien
liegt die toxische UVA-Dosis bei 10 J/cm? [116] bzw. 25 J/cm? [115]. Neben den o.g. Parametern
wird das Ausmal der Toxizitdt von UV-Licht in der Zellkultur auch von der Zelldichte und dem
Alter der Zellen (Passagenzahl) beeinflusst. Die Empfindlichkeit der Zellen nimmt mit steigender
Passagenzahl und Zelldichte ab. Eine mogliche Erklarung fiir die leicht abweichenden Ergebnisse
der Zelltoxizitatsmessungen sind daher u.a. verschiedene Zelldichten und Passagenzahlen.

Die Intensitét der UVB-Strahlung betrigt zur Mittagszeit am Aquator 0,000 25 J/cm?s [117]. Die
verwendeten UVB-Bestrahlungsdosen (100 mJ/cm?, 200 mJ/cm? und 300 mJ/cm?) entsprechen so-
mit einem Aufenthalt in der Mittagssonne in der Néhe des Aquators von etwa 10 bzw. 20 Minuten.
Diese UVB-Dosen wurden fiir die Induktion der UV-induzierten CPD-Bildung in dem beschrie-
benen Modellsystem benétigt. Die CPD-Bildung wurde auch fiir UVB-Dosen ab 5 mJ/cm? UVB
beschrieben [118]. Fiir den Nachweis dieser geringen Mengen an CPDs ist eine HPLC-MS/MS
Methode nétig, die Sensitivitdt der beschriebenen immunologischen Methoden reicht nicht aus.
Die Verwendung der relativ hohen UVB-Dosen sind daher lediglich durch die Sensitivitat der im-
munologischen Nachweismethode und nicht durch die CPD-Bildung begriindet. Um die Schutz-
wirkung der Substanzen gegen die UV-induzierte CPD-Bildung zu untersuchen, ist daher auch die
Verwendung dieser UVB-Dosen moglich.

Unter den beschriebenen Versuchsbedingungen sind UVB-Dosen von 200ml/cm? und

300 mJ/cm? zelltoxisch. Vergleichbare Ergebnisse ergaben auch vorangegangene Untersuchungen



116 Kapitel 5. Diskussion

[108]. In Studien zur CPD-Bildung in hdF von Courdavault et al. fiihrte eine Bestrahlung der Zel-
len mit 50 mJ/cm? nach 24 h Postinkubation zu einer Verringerung der Zellzahl um 30 % [118].
Eine Bestrahlung hdF mit 100 mJ/cm? UVB zeigte auch in der vorliegenden Studie eine Vermin-
derung der Zellzahl um 30 % (sieche Abbildung 4.3). Die erhaltenen Ergebnisse zur Toxizitdt von
UVB-Licht sind somit mit denen anderer Gruppen vergleichbar.

Fiir die Untersuchung des Einflusses von UV-Strahlung auf HaCaT-Zellen wurden diese wie in Ab-
schnitt 3.1.4 beschrieben mit 5J/cm?, 10J/cm?, 20 J/cm? und 27,5 J/cm? UVA sowie 10 mJ/cm?,
30 mJ/ecm?, 50 mJ/cm?, 500 mJ/cm?, 1000 mJ/cm? und 1500 mJ/cm?> UVB bestrahlt. In HaCaT-
Zellen wurde eine dosisabhédngige Viabilitdtsabnahme nach UVA-Exposition gezeigt (siche Ab-
schnitt 4.1.2) und toxische Wirkungen ab 20 J/cm? nachgewiesen. In der Literatur ist fiir HaCaT-
Zellen eine statistisch signifikante dosisabhéngige Viabilititsabnahme fiir eine UVA-Exposition ab
15 J/cm? beschrieben [119]. Die erhaltenen Daten zur Toxizitit von UVA-Licht in HaCaT-Zellen
sind somit mit den Ergebnissen in der Literatur vergleichbar. Geringe Abweichungen sind wie
bereits beschrieben durch unterschiedliche Zelldichten, aber auch durch die Verwendung unter-
schiedlicher Methoden zur Bestimmung der Toxizitdt zu erkldren. Vergleicht man die Ergebnisse
der Toxizitdtsuntersuchungen der HaCaT-Zellen mit denen der hdF so stellt man fest, dass beide
Zelltypen dhnlich auf UVA-Exposition reagieren.

Auch fiir eine Bestrahlung der Zellen mit UVB-Licht wurde eine dosisabhingige Viabilitédtsab-
nahme im Dosisbereich von 0 bis 50 mJ/cm? beobachtet. Im Gegensatz zu Fibroblasten wirkt eine
UVB-Bestrahlung auf HaCaT-Zellen bereits ab einer UVB-Dosis von 30 mJ/cm? toxisch (siche
Abschnitt 4.1.2). Die toxische Wirkung vergleichbarer UVB-Dosen wurde auch in anderen Un-
tersuchungen gezeigt [120, 121]. UVB-Dosen ab 500 mJ/cm?> UVB zeigten eine letale Wirkung
auf HaCaT-Zellen. Aus diesem Grund wurden die UVB-Dosen 500 mJ/cm?, 1000 mJ/cm? und

1500 mJ/cm? fiir die weiteren Untersuchungen nicht verwendet.

5.3 Einfluss der Carotinoide auf die Zellen

Fiir das Arbeiten in Zellkultur ist es wichtig, dass die Substanzen in den verwendeten Konzentra-
tionen keine direkte Toxizitdt (Eigentoxizitéit) auf die Zellen ausiiben. Neben der Eigentoxizitét
wurde auch die Toxizitdt durch mogliche Zerfallsprodukte der Substanzen nach UV-Exposition
untersucht. Zur Untersuchung der Carotinoide auf toxische Wirkungen in beiden Zellsystemen,
wurden die Zellen jeweils wie in den Abschnitten 3.1.3 und 3.1.4 beschrieben, flir 24 h mit den
Substanzen (1,5 uM, 5 uM und 10 pM) inkubiert und anschlieBend bestrahlt.

Unter den gewdhlten Bedingungen zeigt keines der Carotinoide (DHIR, IR, Lutein) einen direkt to-
xischen Effekt in hdF und HaCaT-Zellen. Auch in der hochsten Konzentration (10 uM) konnte fiir
keines der Carotinoide ein toxischer Effekt auf die Zellen beobachtet werden. Dies ist in Uberein-
stimmung mit vorangegangenen Studien [24, 108]. Weitere Zellkulturstudien mit den verwendeten
aromatischen Carotinoide sind nicht beschrieben. Grundsitzlich liegt der Konzentrationsbereich
mit 1,5 bis 10 uM in dem tiblicherweise verwendeten Bereich fiir Carotinoide in Zellkultur. Ching
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et al. verwendeten Konzentrationen bis 10 uM Lycopin [122]. Fiir die Untersuchung der inter-
zelluldaren Kommunikation tiber ,,Gap Junctions® in primédren humanen Fibroblasten verwendeten
Daubrawa et al. Carotinoide in Konzentrationen bis 10 uM [123, 124]. Fiir die Carotinoide (Aus-
nahme: Canthaxanthin) wurde in diesem Konzentrationsbereich keine direkte toxische Wirkung in
Zellkultur nachgewiesen [124].

Bei Behandlung der hdF mit den Carotinoiden in Konzentrationen ab 10 uM in Kombination mit
einer Bestrahlung von 20 J/cm? UVA wurde eine Verstirkung der UV-abhiingigen Toxizitit beob-
achtet. Die Verstirkung der Toxizitit ist bei DHIR und IR statistisch signifikant. Ahnliche Effekte
wurden bereits in friitheren Arbeiten beschrieben [24, 108]. Fiir 5-Carotin in Konzentrationen von
0,5 bis 5uM und einer UVA-Bestrahlungsdosis von 20 J/cm? wurde eine Toxizitdtszunahme in
Hautfibroblasten gezeigt [125]. Der genaue Hintergrund dieser Toxizitdtszunahme ist bisher nicht
geklart. Es werden prooxidative Wirkungen der Carotinoide als Ursache diskutiert [24, 108]. Caro-
tinoide konnen Reaktionen mit Peroxylradikalen eingehen und dabei antioxidativ wirken (siche
Abschnitt 1.3) [126]. Unter hohem Sauerstoffpartialdruck kénnen Carotinoidradikale aber auch

mit Sauerstoff zu Carotinoidperoxylradikalen reagieren.

Car + O, — CarOO (5.1)

ROOCar + 0, — ROOCarOO (5.2)

Die gebildeten Carotinoidperoxylradikale fiihren u.a. durch Reaktion mit Lipiden (LH) zur ver-
mehrten Lipidperoxidation [58, 126].

CarOO" + LH — CarOOH + I’ (5.3)
ROOCarOO" + LH — ROOCarOOH + L (5.4)

Neben der Lipidperoxidation konnen Carotinoidperoxylradikale aber auch durch Umlagerung cy-
clische Carotinoidperoxylradikale bilden, welche im weiteren Verlauf zu reaktiven Aldehyden
(o, B-ungesittigten Carbonylverbindungen) abgebaut werden. Sie konnen u.a. mit Lysin-, Histidin-
und Cystein-Seitenketten von Proteinen in einer Michael-Addition reagieren. Diese Proteinmodi-
fikationen fiihren normalerweise zum Funktionsverlust der Proteine, konnen aber auch Signalwir-
kungen austiben (siehe Abbildung 5.2) [127].

Carotinoidperoxylradikale kénnen auch Carotinoidepoxide bilden, welche mdgliche Alkylantien
darstellen. Alkylantien konnen Alkylgruppen in DNA und Proteine einfiihren. Im Falle von bifunk-
tionellen Alkylantien sind Intra- und Inter-Strang-Quervernetzungen (,,Crosslinks™) sowie DNA-

Protein-Quervernetzungen moglich (siehe Abbildung 5.2) [128].
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5.4 Zellulare Aufnahme der Carotinoide

Um die Wirkung der Carotinoide auf Signalwege unter UV-Bestrahlung beurteilen zu kdnnen,
wurde auch die zelluldre Aufnahme der Carotinoide sowie deren Stabilitat unter UV-Bestrahlung
bestimmt.

Die Carotinoide wurden zunichst in THF gel6st und anschlieend in Zellkulturmedium weiter
verdiinnt. Die THF-Konzentration betrug hierbei in allen Inkubationslésungen konstant 0,1 %.
Diese THF-Konzentration ist weder flir hdF noch fiir HaCaT-Zellen toxisch. Durch Einbringen
einer Carotinoid-Losung in THF, entsteht beim Verdiinnen im Medium eine Carotinoiddispersion,
wobei THF als ,,drug-delivery vehicle™ wirkt [129]. Andere denkbare Vehikel fiir Carotinoide sind
beispielsweise 3-Cyclodextrin, Liposome, Niosome, LDL oder BSA, welches der Hauptbestand-
teil in FBS ist [130]. Die dispergierten Carotinoide konnen sich dann in die lipophile Zellmem-
bran einlagern und anschlieend durch Endozytose ins Zellinnere gelangen. Diese Aufnahme der
Carotinoide wurde durch elektronenmikroskopische Untersuchungen an hdF, welche mit DHIR
inkubiert wurden, bestitigt [24]. Der genaue Mechanismus des weiteren intrazelluldren Transports
ist bisher nicht bekannt, ein Transport iiber Vesikel ist jedoch denkbar [24, 131].

Beim Menschen erfolgt der Transport der Carotinoide nach Freisetzung aus der Lebensmittelma-
trix in Mizellen [132]. Fiir die Aufnahme im Diinndarm werden die Carotinoide in Mizellen aus
Nahrungslipiden und Gallensduren eingeschlossen und durch die Membran der Diinndarmzellen
entlang des Konzentrationsgefilles aufgenommen [57]. Dort werden die Carotinoide in Chylomi-
kronen eingebaut und iiber die Lymphe in die Blutbahn sezerniert [57]. Uber die Blutbahn gelangen
die Carotinoide in die Leber, wo sie gelagert oder an Lipoproteine (VLDL, LDL, HDL) gebunden

zu peripheren Zielgeweben transportiert werden [57].

5.4.1 Vergleich der Aufnahme der Carotinoide: HaCaT-Zellen und
humanen dermalen Fibroblasten

Die in Abschnitt 4.2 dargestellten Ergebnisse zur zelluldren Aufthahme der Carotinoide in HaCa'l-
Zellen werden in diesem Abschnitt mit den Ergebnissen aus vorangegangenen Studien zur zel-
luldren Aufnahme der Carotinoide in hdF verglichen. Die Studien zur zelluldren Aufnahmen in
hdF wurden im Rahmen einer Doktorarbeit am Institut fiir Biochemie und Molekularbiologie I,
Heinrich Heine Universitit Diisseldorf durchgefiihrt [24] [133].

In Tabelle 5.1 ist die zelluldre Aufnahme der Carotinoide DHIR und Lutein in hdF und HaCaT-
Zellen dargestellt. Beide Carotinoide gehoren zu der Untergruppe der Xanthophylle, d.h. sie ent-
halten neben dem Kohlenstoffgrundgertist zusétzlich Sauerstoffatome. Der Einbau von Sauerstof-
fatomen in das Kohlenstoffgrundgeriist fiihrt zu verénderten Eigenschaften, wie einer veridnderten
Lipophilie im Vergleich zu Carotinen. Innerhalb der Gruppe der Xanthophylle ist die Lipiphilie
(Wasser-Oktanol-Verhiltnis) vergleichbar, weshalb auch eine dhnliche zelluldre Aufnahme zu er-

warten ist. Die zelluldre Aufnahme der beiden Carotinoide weicht in beiden Zelllinien im niedrigen
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Konzentrationsbereich nur gering voneinander ab.
Ab einer Inkubationskonzentration von 5 uM nimmt die Aufnahme von Lutein in HaCaT-Zellen
deutlich ab.

DHIR Lutein

hdF HaCaT hdF HaCaT
1,5 uM 34 +3 44 4 14 35+ 8 35+3
5uM 5342 59 445 40 £ 3 16 £2
10 uyM 47 4+ 3 43 4 25 43 4+ 2 941

Tabelle 5.1: Vergleich der zelluléiren Aufnahme von Carotinoiden in hdF und HaCaT-Zellen
in % der eingesetzten Menge

In Darmzellen wurde gezeigt, dass bei niedrigen Konzentrationen an Carotinoiden ein Protein-
vermittelter Transport liberwiegt, wiahrend bei hoheren Konzentrationen die passive Diffusion
tiberwiegt [134]. Geht man davon aus, dass die Aufnahme der Carotinoide iiber passive Diffu-
sion in Hautzellen bei hoheren Konzentrationen ebenfalls liberwiegt, ist eine mogliche Erklarung
fiir die geringere Aufnahme von Lutein in HaCaT-Zellen bei hoheren Inkubationskonzentrationen,
eine Storung der passiven Diffusion von Lutein in HaCaT-Zellen.

Eine Beeinflussung der passiven Diffusion (Aufnahme) der Carotinoide durch die Carotinoidquel-
le ist denkbar. Fiir die Untersuchung in hdF wurden jeweils synthetisch hergestellte Carotinoide
verwendet. Im Gegensatz dazu wurde fiir die Untersuchung in HaCaT-Zellen Lutein aus einer
natiirlichen Quelle eingesetzt. Die verdnderte Aufnahme (passive Diffusion) von Lutein aus ei-
ner natlirlichen Quelle konnte auf Unterschiede im Isomerenmuster zurtickzufiihren sein. Norma-
lerweise iiberwiegt in Pflanzen die all-trans-Form der Carotinoide. Eine technische Verarbeitung

(Extraktion) fiihrt aber zu einer partiellen Isomerisierung der Carotinoide (Lutein) [135, 136].
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5.4.2 Vergleich der Stabilitaten der Carotinoide unter UV-Exposition
in HaCaT-Zellen und hdF

In Tabelle 5.2 ist der Gehalt von DHIR in hdF und HaCaT-Zellen nach UV-Bestrahlung abgebildet.
Eine Substanz gilt hierbei als UV-stabil, wenn der Gehalt in den bestrahlten Zellen, dem Gehalt in
unbestrahlten Zellen gleicht.

Vergleicht man die Stabilitit von DHIR nach UVB-Exposition in den beiden Zelltypen mitein-
ander, so ist zu erkennen, dass die Stabilititen unter UVB-Exposition in etwa gleich sind. Im
Gegensatz zur Stabilitdt unter UVB-Bestrahlung ist die Stabilitdt unter UVA-Bestrahlung in den
beiden Zelllinien unterschiedlich. Die Stabilitdt von DHIR unter UVA-Bestrahlung ist in HaCaT-
Zellen hoher als in hdF. In Tabelle 5.2 ist zu erkennen, dass der UV-abhéngige Abbau von DHIR
unter UVA-Exposition (10 bis 27,5 J/cm?) generell héher ist als unter UVB-Exposition (0,5 bis
1,5 J/em?). Dieser Unterschied wurde bereits in friiheren Untersuchungen in hdF gezeigt [24].
Prinzipiell werden Carotinoide aber unter UVA- und UVB-Bestrahlung abgebaut [137]. Da der
groBBte Anteil des UVB-Lichts von der Ozonschicht absorbiert wird, erreicht wesentlich mehr
UVA-Licht die Erdoberflache als UVB-Licht. Daher wurden auch die Zellen mit hoheren UVA-
Dosen bestrahlt. Geht man davon aus, dass der Abbau von Xanthophyllen durch UVA- und UVB-
Bestrahlung bei gleicher Bestrahlungsdosis in etwa gleich ist [137], war eine hohere Stabilitat
der Substanzen unter UVB-Bestrahlung (0,5 bis 1,5J/cm?) als unter UVA-Bestrahlung (10 bis

27,5 J/em?) zu erwarten.

1,5 uM DHIR 5 uM DHIR 10 uM DHIR
Bestrahlung hdF HaCaT hdF HaCaT hdF HaCaT

0,5J/cm?> UVB 64 £4 69 £ 28 58 £8 57 £28 88 £ 13 57 £17

1,5J/cm? 58+1 67 £ 35 56 £9 65 £ 32 73£10 65=£10
10J/cm? UVA 26 =4 48 £ 15 39+ 6 3514 62+14 44 +28
20 J/cm? 19 £2 42+26 30=£5 28 £ 13 73+£14  36£32
27,5 J/cm? 16 £2 43 £18 26+4 27+ 15 48 £ 12 19 £ 12

Tabelle 5.2: Stabilitit von DHIR unter UV-Bestrahlung in hdF und HaCaT-Zellen
DHIR nach UV-Bestrahlung (% unbestrahlte Kontrolle)

In Tabelle 5.3 ist der Gehalt von Lutein in hdF und HaCaT-Zellen nach UV-Bestrahlung gezeigt.
Vergleicht man die Stabilitdten von Lutein nach UV-Bestrahlung in beiden Zellsystemen mitein-
ander so stellt man fest, dass Lutein in HaCaT-Zellen stabiler ist. Der UV-abhéngige Abbau von
Lutein in hdF ist genau wie fiir DHIR unter UVA-Bestrahlung héher als unter UVB-Bestrahlung.
Die Stabilitidt von Lutein in HaCaT-Zellen ist unter UV-Bestrahlung bemerkenswert hoch. Die

Lutein-Konzentration in bestrahlten HaCaT-Zellen sinkt nicht unter 93 % der Kontrolle in unbe-
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strahlten Zellen. Eine mégliche Erkldrung fiir die unterschiedliche Stabilitét von Lutein unter UV-
Bestrahlung in den beiden Zellsystemen sind die unterschiedlichen Lutein-Quellen. Wie bereits
erwahnt wurde fiir die Untersuchung in hdF synthetisches Lutein verwendet, wihrend fiir die Un-
tersuchung in HaCaT-Zellen Lutein einer natiirlichen Quelle eingesetzt wurde. Es ist denkbar, dass

die beiden Lutein-Quellen unterschiedliche Isomere enthalten, die unterschiedlich stabil sind.

1,5 uM Lutein 5 uM Lutein 10 uM Lutein
Bestrahlung hdF HaCaT hdF HaCaT hdF HaCaT

0,5J)/cm?* UVB 98 £ 0 1054 90=£13 93 £ 10 87 L5 100 + 12

1,5J/cm? 77 £ 12 111 £17 62&£5 96 £ 11 70£10 99+£8
10J/cm? UVA 43 £ 10 99 £ 13 37 £ 15 95+16 42+£15 98 £ 8
20 J/cm? 25+ 6 99 £9 19 £2 95+14 25+£6 103 +4
27,5 J/cm? 15+£2 10011 12£2 89 £ 12 17+ 4 98 £ 6

Tabelle 5.3: Stabilitit von Lutein unter UV-Bestrahlung in hdF und HaCaT-Zellen
Lutein nach UV-Bestrahlung (% unbestrahlte Kontrolle)

5.5 Protektive Wirkungen gegen DNA-Schaden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Carotinoide DHIR, IR und Lutein auf protektive Wirkungen
gegen UV-induzierte DNA-Schiden in hdF untersucht. Zu den untersuchten DNA-Schéaden zdhlen
DNA-Einzel- und Doppelstrangbriiche, oxidative Modifikationen der DNA-Base Guanin und die
Bildung von Cyclobutanpyrimidindimeren (CPD). DNA-Einzel- und Doppelstrangbriiche wurden
mit Hilfe des alkalischen Comet Assays untersucht.

Im ersten Versuchsteil wurden DNA-Strangbriiche durch Behandlung der Zellen mit Wasserstoft-
peroxid induziert. Wasserstoffperoxid kann, wie bereits erwihnt, in Anwesenheit von Fe?>* oder
anderen Ubergangsmetallionen in der Fenton-Reaktion Hydroxylradikale bilden, welche die DNA
oxidativ schiadigen konnen. Eine Schiadigung der DNA durch Behandlung mit Wasserstoffperoxid
konnte gezeigt werden. Ferner konnte die DNA-Schidigung durch Behandlung der Zellen mit den
aromatischen Carotinoiden statistisch signifikant verringert werden. Eine Behandlung der Zellen
mit Lutein hatte keinen Einfluss auf die DNA-Schidigung.

DHIR zeigte bereits bei friilheren Versuchen eine ausgeprégte antioxidative Wirkung. Das antioxi-
dative Potential von DHIR wurde mit Hilfe des Cumol-Hydroperoxid-Inhibitionsassays bestimmt.
Die Oxidation von Cumol wird hierbei mit dem Radikalstarter 2,2 -Azobis(2,4-dimethylvalero-
dinitril) (AMVN) initiiert und die Cumolhydroperoxidbildung mit einer HPLC-DAD Methode
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bestimmt [138]. Unter der Inhibitionszeit versteht man die Zeitspanne fiir die die Cumolhydro-
peroxidbildung unterdriickt wird. Je hoher die Inhibitionszeit ist, desto hoher ist die antioxidative
Wirkung der untersuchten Substanz. Die Inhibitionszeit von DHIR lag bei 107 min, wahrend die
Inhibitionszeit von Lutein nur bei 20 min lag [138]. Es war somit zu erwarten, dass DHIR auch die
Schédigung der DNA durch die Behandlung mit Wasserstoffperoxid durch Abfangen von Hydro-
xylradikalen hemmt. In vorangegangenen in-vitro Studien wurde bereits die UVA-abhingige ROS-
Bildung mit Hilfe des Farbstoffs 2°-7 -Dichlorofluoresceindiacetat untersucht. Mit diesem Versuch
konnen zwar keine kurzlebigen ROS wie Singulett-Sauerstoff und Hydroxylradikale erfasst wer-
den, die Ergebnisse zeigen aber die allgemeinen antioxidativen Eigenschaften der untersuchten
Substanzen. Die Behandlung der Zellen mit den aromatischen Carotinoiden DHIR und IR fiihrte
zu einer statistisch signifikant verringerten ROS-Bildung in hdF. Eine Behandlung mit Lutein hatte
keinen Effekt [24, 108, 133]. Vergleichbare Ergebnisse zeigte auch die Untersuchung der DNA-
Schadigung durch die Behandlung mit Wasserstoftfperoxid. Es wurde eine statistisch signifikante
Schutzwirkung der aromatischen Carotinoide gegen die Bildung von DNA-Schéden nachgewie-
sen. Eine Behandlung mit Lutein hatte keinen Effekt.

Carotinoide sind aufgrund ihrer Polyen-Struktur in der Lage Radikale abzufangen. DHIR tragt
je eine Hydroxylgruppe an den aromatischen Ringen. In Abfangreaktion mit Hydroxylradikalen
kann das Molekiil zwei Wasserstoffatome abgeben. Dabei entsteht unter Erhalt eines konjugierten
m-Systems (chinoide Form, sieche Abbildung 5.3) die oxidierte Form des DHIRs (3,4-Dihydro-
4,3 -retro-p, p-carotin-3,3"-dion). Die Verbindung kann weiterhin als Singulettsauerstoffischer

agieren, wiahrend Lutein und IR durch das Abfangen von Radikalen inaktiv werden.
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Abbildung 5.3: Strukturformeln: A DHIR B 3,4-Dihydro-4,3"-retro-p, ¢-carotin-3,3"-dion

Eine Behandlung der hdF mit den Carotinoiden (DHIR, IR, Lutein) fiihrte zu einer statistisch
signifikant niedrigeren Bildung von oxidativ modifizierten DNA-Basen (8-Oxoguanin, FapyQ)
nach UVA-Exposition. Die Oxidation von Guanin erfolgt entweder tiber eine Einelektronenoxi-
dation (siche Abbildung 1.12) oder direkt iiber Hydroxylradikale (sieche Abbildung 1.11). Auf-
grund der in-vitro nachgewiesenen hohen antioxidativen Kapazitdt von DHIR im Vergleich zu

Lutein [24, 108, 133], war auch fiir die Untersuchung mdglicher protektiver Effekte gegen oxida-
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tive DNA-Basenmodifikationen eine héhere Schutzwirkung von DHIR im Vergleich zu Lutein zu
erwarten. Mit Hilfe des modifizierten Comet-Assays wurde aber kein Unterschied in der Wirksam-
keit der Substanzen gegen die Bildung von oxidativen DNA-Basenmodifikationen (8-Oxoguanin,
FapyG) nachgewiesen.

Zu den aromatischen Carotinoide existieren in der Literatur bisher keine weiteren Daten zur Schutz-
wirkung vor oxidativen Basenmodifikationen. Fiir Lutein wurde in einer Humanstudie bei der Un-
tersuchung des 8-Oxoguanin-Gehalts im Urin von Probanden, eine umgekehrte Proportionaltitét
zwischen der Aufnahme von Lutein aus der Nahrung (unkontrolliert) und 8-Oxoguanin-Gehalt im
Urin gemessen [139]. Es handelt sich bei dieser Studie aber um keine randomisierte, Placebo-
kontrollierte Humanstudie. Die Lutein-Konzentration wurde nur anhand eines Erndhrungsfragebo-
gens bestimmt. Es ist also auch moglich, dass dieser Effekt auf andere Substanzen zuriickzufiihren
ist.

Die UV-induzierte Bildung von CPDs wurde in hdF unmittelbar nach Bestrahlung und 24 h nach
Bestrahlung bestimmt. Direkt nach Bestrahlung wurden statistisch signifikante protektive Effekte
fiir die Behandlung der Zellen mit DHIR und IR gezeigt. Lutein als nicht-aromatisches Carotinoid
zeigte keinen Einfluss auf die CPD-Bildung [140].

Die Bildung von CPDs erfolgt tiber eine photochemische [2+2]-Cycloaddition nach Absorption
von Licht durch die DNA-Basen im UVB- und UVC-Bereich. Man geht davon aus, dass der
Schutzeffekt der aromatischen Carotinoide hauptsachlich auf eine Absorption des UVB-Lichts
(,,Sunscreen“-Effekt) durch die Carotinoide zuriickzufiihren ist. Absorption der UVB-Strahlung
durch die aromatischen Carotinoide vermindert die photochemische Bildung der CPDs in der
DNA. In vorangegangenen Studien wurde bereits ein protektiver Effekt von DHIR gegen die UV-
abhingige CPD-Bildung gezeigt [108, 138].

Um festzustellen, ob die aromatischen Carotinoide neben der UVB-Absorption auch einen Einfluss
auf die Nukleotidexzisionsreparatur ausiiben, wurde der Einfluss der Carotinoide auf die CPD-
Bildung auch nach 24 h Postinkubation untersucht. Nach Douki et al. hat die Reparatur der CPDs
24 h nach Bestrahlung bereits eingesetzt, es sind aber immernoch etwa 80 % der urspriinglichen
CPDs vorhanden [141, 142]. In Ubereinstimmung mit diesen Daten stellt man beim Vergleich der
CPD-Level nach 0 h und 24 h auch in dieser Arbeit fest, dass nach 24 h noch mindestens 80 % der
CPDs vorhanden sind. Eine Reparatur der entstandenen CPDs hat demnach 24 h nach Bestrahlung
bereits eingesetzt, der Grofiteil der entstandenen CPDs ist aber noch vorhanden [140]. Vergleicht
man die Effekte der Substanzen direkt nach Bestrahlung und 24 h nach Bestrahlung miteinander,
so stellt man fest, dass der protektive Effekt der aromatischen Carotinoide nach 24 h nicht mehr so
deutlich ist. Eine statistische Signifikanz konnte nur noch fiir DHIR bei héheren UVB-Dosen nach-
gewiesen werden. Die Schutzwirkung der Substanzen ist somit unmittelbar nach Bestrahlung am
groften. Dieser friihe Effekt ist nur durch eine UVB-Absorption der Substanzen erklérbar. Nach
24 h ist die Schutzwirkung der Substanzen deutlich geringer, was ebenfalls dafiir spricht, dass es
sich bei der schiitzenden Wirkung hauptsichlich um einen ,,Sunscreen®-Effekt handelt. Uber den
Einfluss der Carotinoide auf die Reparaturmechanismen ist wenig bekannt, es kann aber nicht aus-

geschlossen werden, dass der Schutzeffekt der aromatischen Carotinoide zu einem geringen Teil
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auch auf eine Wirkung der Carotinoide auf die Reparaturmechanismen des Organismus zuriick-
zufiihren ist.

Neben protektiven Wirkungen von DHIR vor DNA-Schidden, wurde in vorangegangenen Studien
auch die schiitzende Wirkung gegen Proteinschéden und Lipidschidden gezeigt [24, 108, 138]. Als
Marker fiir Proteinschidden wurde die UVA-induzierte Zinkfreisetzung untersucht. Unter normalen
physiologische Bedingungen liegt Zink zum groften Teil gebunden, z.B. in Zinkfingerproteinen
vor. Zink ist in solchen Proteinen tiber die Thiol-Gruppen zweier Cysteine und tiber zwei Histidine
gebunden. Die Thiolgruppen sind sehr anfillig gegeniiber der Oxidation durch ROS [143]. Wenn
die Thiol-Gruppen oxidiert werden, bildet sich eine Disulfidbriicke aus und das gebundene Zink
wird freigesetzt. Freies Zink wurde mit Hilfe des Fluoreszenz-Farbstoffs Zinquin detektiert.
Malondialdehyd (MDA) ist ein Marker fiir UV-induzierte Lipidschidden und kann nach Derivatisie-
rung mit Thiobarbitursdure quantitativ per HPLC analysiert werden kann [144]. Eine Behandlung
der hdF mit DHIR konnte die MDA-Bildung statistisch signifikant verringern, dhnliche Effekte
wurden in Modellsystemen (Liposomen) beobachtet [24, 138]

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass das aromatische Carotinoid DHIR gegen al-
le untersuchten UV-induzierten Schiaden protektive Wirkungen zeigt. Es besitzt durch seine UV-
absorbierenden Eigenschaften und seine Wirkung als bifunktionaler Radikalfénger photoprotektive
Eigenschaften gegen direkte und indirekten UV-Schaden. DHIR erfiillt somit in-vitro alle Voraus-
setzungen fiir eine photoprotektive Substanz.

5.6 UV-induzierte Entziindungsreaktion

Nachdem gezeigt wurde, dass DHIR photoprotektive Eigenschaften besitzt, wurde im zweiten Teil
dieser Arbeit untersucht, ob DHIR die Entzlindungsreaktion moduliert. Zur Beantwortung dieser
Fragestellung wurden vier physiologisch relevante Entziindungsparameter naher untersucht: NfxB,
IL-6, IL-10 und IL-12.

Ein wichtiger Signalweg in der Entziindungsreaktion ist der Nf«B Signalweg, mit der Aktivierung
des Transkriptionsfaktors Nf«B [71]. Wie bereits in Abschnitt 4.5.1 beschrieben, liegt NfxB unter
physiologischen Bedingungen gebunden an IxB-Proteine inaktiv im Cytosol vor. Nach Aktivie-
rung der IxB-Proteine und Freisetzung von NfxB, kann NfxB in den Zellkern translozieren und
die Transkription bestimmter Zielgene initiieren. Es wurde untersucht, ob DHIR die Translokation
von NfkB in den Zellkern moduliert.

Die Bestimmung der NfxB-Translokation wurde mit zwei verschiedenen Methoden zu drei Zeit-
punkten (1h, 6h und 24h) durchgefiihrt. Die beiden Methoden ergaben zu allen Zeitpunkten
vergleichbare Ergebnisse. Eine UVB-abhangige NfkB-Translokation wurde 6 h nach Bestrahlung
gezeigt, die dann 24 h nach Bestrahlung bereits wieder deutlich zuriickgegangen war (siche Ab-
bildung 4.41). Ahnliche Ergebnisse zur UVB-induzierten NfxB-Translokation in HaCaT-Zellen
wurden auch von anderen Gruppen beschrieben. Hur et al. zeigten eine NfxB-Translokation in den
Kern 4 h nach einer Bestrahlung von HaCaT-Zellen mit 10 mJ/cm? UVB [145]. Nach Liu et al. ist
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das Maximum der Translokation von NfxB in den Kern 3 bis 6 h nach Bestrahlung mit UVB-Licht
erreicht (20 mJ/cm?) [146].

Die Behandlung der Zellen mit den Carotinoiden DHIR und Lutein fiihrte zu keiner Modulation
der NfxB-Translokation in HaCaT-Zellen. Ahnliche Befunde wurden in Caco-2 Zellen mit den
Carotinoiden Lycopin und -Carotin erhoben, beide Carotinoide hatten keinen Effekt auf die NfxB
Translokation [147].

In murinen Zellen dagegen wurde eine Modulation der NfxB Translokation nachgewiesen. Nach
Lipopolysaccharid-Stimulation wurde in murinen dentritischen Zellen mit einer vergleichbaren
Konzentration an Lycopin eine Unterdriickung der NfxB Translokation in den Zellkern gezeigt
[148]. Ein dhnlicher Befund wurde auch in murinen Makrophagen-Zelllinien fiir Lutein festge-
stellt. Es wurde gezeigt, dass Lutein in diesen Zellen die Lipopolysaccharid-stimulierte NfxB
Translokation inhibiert und somit die Expression inflammatorischer Gene unterdriickt [149]. Die
Befunde aus murinen Zellversuchen konnten mit der vorliegenden Studie in humanen Keratinozy-
ten nicht bestétigt werden.

Interleukin-6 ist ein multifunktionales proinflammatorisches Zytokin, welches u.a. die Produk-
tion von Akut-Phase Proteinen in der Leber induziert und von humanen Keratinozyten nach UV-
Exposition gebildet wird [150]. Es kann von einer Reihe von Zellen gebildet werden, die Zielzellen
hingegen sind limitiert auf solche die einen IL-6 Rezeptor besitzen [75].

Die Expression von IL-6 wurde wie die NfxB-Translokation auch zu drei Zeitpunkten bestimmt
(1h, 6h und 24 h). Ahnlich wie bei der NfkB-Translokation wurde 6 h nach Bestrahlung ein UVB-
abhingiger Anstieg der IL-6 Expression in HaCaT-Zellen beobachtet. Ein UVB-abhingiger An-
stieg der IL-6 Expression bereits 1 h nach Bestrahlung war nicht zu erwarten, da IL-6 zu den Pro-
teinen gehort, deren Expression u.a. iiber den Transkriptionsfaktor NfxB geregelt ist. Die Befunde
sind in Ubereinstimmung mit Studien von Monfrecola et al., die nach Bestrahlung von HaCaT-
Zellen mit 100 mJ/cm?> UVB einen deutlichen Anstieg der mRNA Expression von IL-6 nach 6 h
beschreiben [151]. Nach 12 bzw. 24 h ist die Expression von IL-6 bereits wieder gesunken [151].
Der optimale Wellenlédngenbereich fiir die Induktion der IL-6 Expression wird von Petit-Frere et
al. im UVB-/UVC-Bereich angegeben. Dieser Wellenldngenbereich entspricht ebenfalls dem op-
timalen Bereich fiir die Bildung von CPDs, weshalb bereits die Autoren einen Zusammenhang
zwischen DNA-Schiaden (CPDs) und der Expression von IL-6 postulierte [152]. Eine Beeinflus-
sung der IL-6 Expression durch Carotinoide, wie Fucoxanthin wurde von Kim et al. beschrieben
[153]. Die Untersuchung der IL-6 Expression nach Behandlung der Zellen mit den Carotinoiden
war wichtig, um eine Modulation der Entziindungsreaktion durch die Carotinoide auszuschlieB3en.
Eine Behandlung der Zellen mit den Carotinoiden (DHIR, Lutein) fiihrte in unbestrahlten Zellen
zu keiner statistisch signifikanten Veranderung der IL-6 Expression, es wurde somit keine Modu-
lation durch die Carotinoide festgestellt.

Das Ziel der Entziindungsreaktion ist es die Storung und die entstandenen Zellschidden zu be-
seitigen [154]. Ohne die Entziindung ist z.B. keine Wundheilung moglich. Umgekehrt kann ei-
ne Ulbersteigerte Entziindungsreaktion selbst zu Zellschéden fiihren, es ist daher wichtig dass die

Entzlindungsreaktion limitiert wird [67].
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Ein Zytokin, welches fiir die Einschrankung der Entziindungsreaktion von Bedeutung ist, ist Inter-
leukin-10. IL-10 unterdriickt u.a. die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NfxB und damit die
Induktion der IL-6 Expression [80]. Neben anti-inflammatorischen Eigenschaften hat IL-10 auch
immunsuppressive Eigenschaften [155]. Idealerweise sollte IL-10 nicht durch die hier untersuch-
ten Carotinoide beeinflusst werden.

In HaCaT-Zellen konnte kein UV-induzierter Anstieg der 1L-10 Konzentration gezeigt werden.

In der Literatur gibt es kontroverse Befunde zum IL-10 Anstieg in humanen Keratinozyten nach
Bestrahlung [156]. Wéhrend einige Studien eine UVB-Dosis-abhdngige Zunahme der IL-10 Kon-
zentration in humanen Keratinozyten beschreiben [105], zeigen andere Studien, dass humane Ke-
ratinozyten und HaCat-Zellen IL-10 im Gegensatz zu murinen Keratinozyten nicht exprimieren
[157]. Eine weitere Studie belegt, dass humane Keratinozyten IL-10 bis zu 48 h nach Bestrahlung
nicht exprimieren [156, 158].

Eine Verdnderung der IL-10 Konzentration im Zellkulturmedium von HaCaT-Zellen durch eine
Behandlung der Zellen mit den Carotinoiden (DHIR, Lutein) wurde nicht nachgewiesen. Diese
Untersuchung ist wichtig, da bei Inkubation mit Lycopin eine statistisch signifikante dosisabhéngi-
ge Abnahme der IL-10 Konzentration in mononukleédren Zellen gezeigt wurde [159]. Wie bereits
erwahnt, stellt IL-10 ein wichtiges Zytokin zur Limitierung der Entziindungsreaktion dar. Eine
grundsitzliche Unterdriickung der IL-10 Expression durch Substanzen, wiirde dazu fiihren, dass
die negative Riickkopplung (Limitierung) der Entziindungsreaktion nicht mehr einwandfrei funk-
tioniert.

Interleukin-12 ist ein immunmodulatorisches Zytokin, welches u.a. das Wachstum und die Funk-
tion von T-Helferzellen reguliert und immunstimulierend wirkt [107]. In den HaCaT-Zellen wurde
mit steigender UVB-Dosis (0 bis 50 mJ/cm?) eine Abnahme der 1L-12 Konzentration im Zellkul-
turmedium ermittelt. Die Bestrahlung mit 30 mJ/cm? und 50 mJ/cm? UVB fiihrte zu einer statis-
tisch signifikanten Abnahme der IL-12 Konzentration. Aufgrund der immunsuppressiven Wirkung
von UV-Licht [67] war abhdngig von der UV-Bestrahlung eine Abnahme der IL-12 Konzentration
Zu erwarten.

Weiter wurde gezeigt, dass IL-12 die UV-abhédngige Apoptose-Reaktion unterdriickt [83]. Ver-
gleicht man die Ergebnisse zur Abnahme der IL-12 Konzentration mit den Toxizitdtsuntersuchun-
gen stellt man fest, dass bei UVB-Dosen ab 30 mJ/cm? eine statistisch signifikante Abnahme
der Zellviabilitdt zu beobachten ist (siche Abschnitt 4.1.2). Mit steigender Toxizitdt der UVB-
Strahlung sinkt somit die IL-12 Konzentration in den HaCaT-Zellen. Eine Unterdriickung der
Apoptose-Reaktion an dieser Stelle wiirde u.U. zu manifestierten irreparablen DNA-Schéden fiihren.
Da IL-12 die Apoptose-Reaktion unterdriickt und gleichzeitig die DNA-Reparatur fordert, wird
diskutiert, ob eine Behandlung mit [L-12 zu einer reduzierten Hautkrebsinzidenz fiihrt [160, 161].
Ein solche Behandlung ist aber bedenklich, da der genaue Reaktionsmechanismus von IL-12 nicht
bekannt ist und nicht ausgeschlossen werden kann, dass eine Uberexpression von IL-12 negative
Auswirkungen (Induktion von Autoimmunerkrankungen) zur Folge hat [161].

Eine Beeinflussung der IL-12 Konzentration durch die Carotinoide (DHIR, Lutein) wurde in HaCaT-

Zellen nicht nachgewiesen.
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass keine Modulation der physiologisch relevan-
ten Entziindungsparameter durch die Carotinoide nachgewiesen wurde. DHIR zeigte somit pro-
tektive Wirkungen gegen alle untersuchten DNA-Schiaden und gegen UV-induzierte Protein- und
Lipidschédden [24, 108, 138] ohne die physiologisch relevanten Entziindungsparameter zu beein-
flussen. DHIR besitzt nach den bisher in-vitro durchgefiihrten Versuchen alle Eigenschaften einer

photoprotektiven Substanz.
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6 Zusammenfassung

Ohne die terrestrische Sonnenstrahlung wire ein Leben auf der Erde nicht moglich. Die Sonne be-
stimmt mit ihrer Strahlung das Klima der Erde und liefert die notwendige Energie zur Photosynthe-
se der Pflanzen. UV-Licht ist ein wesentlicher Bestandteil des Sonnenspektrums, und zeigt neben
positiven Wirkungen auf biologische Systeme auch schéddigende Eigenschaften. Bei iibermafBiger
Exposition der Haut gegeniiber UV-Licht kann es zu akuten (Sonnenbrand ,,Erythema solare™) und
chronischen Schiden (vorzeitige Hautalterung, Hautkrebs) kommen. Es ist daher wichtig, die Haut
ab einer gewissen Exposition vor der schidigenden Wirkung von UV-Licht zu schiitzen (Photopro-
tektion). Neben topisch aufgetragenen Sonnenschutzmitteln wird auch das Prinzip des endogenen
Sonnenschutzes z.B. durch Carotinoide verfolgt. Durch die Aufnahme der Carotinoide mit der
Nahrung oder Nahrungsergdnzungsmittel werden die Hauteigenschaften moduliert, Carotinoide
konnen endogen vor UV-abhingigen Schéiden und somit vor Sonnenbrand schiitzen.

Carotinoide sind natiirlich vorkommende Pflanzeninhaltsstoffe und aufgrund ihrer konjugierten
Polyenstruktur wirksame Antioxidantien. Dihydroxyisorenieratin (DHIR) und Isorenieratin (IR)
sind aromatische Carotinoide, die von dem Bakterium Brevibacterium linens gebildet werden. Das
Bakterium wird u.a. in der Kédseherstellung verwendet und verleiht Tilsiter, Romadour, Limburger
und Miinster seine charakteristische Farbung und durch die Produktion von Methanthiol sein cha-
rakteristisches Aroma.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden die aromatischen Carotinoide auf photoprotektive Wirkungen
insbesondere gegen DNA-Schiaden in humanen dermalen Fibroblasten untersucht. Das strukturell
dhnliche nicht-aromatische Carotinoid Lutein diente als Vergleichssubstanz. Zu den untersuch-
ten DNA-Lasionen zéhlen DNA-Einzel- und Doppelstrangbriiche, oxidative Modifikationen der
DNA-Base Guanin und die Bildung von Cyclobutanpyrimidindimeren (CPDs). Eine Behandlung
der Zellen mit den aromatischen Carotinoiden konnte die Bildung von Strangbriichen statistisch
signifikant verringern. Auch die Bildung der oxidativen Basenmodifikationen der DNA-Base Gua-
nin, 7,8-Dihydro-8-oxoguanin (8-Oxoguanin) und 2,6-Diamin-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin
(FapyG) wurde durch eine Behandlung der Zellen mit den aromatischen Carotinoiden statisitisch
signifikant verringert.

Die UV-induzierte CPD-Bildung wurde in humanen dermalen Fibroblasten unmittelbar und 24 h
nach Bestrahlung untersucht. Direkt nach Bestrahlung wurden statistisch signifikante protektive
Effekte bei Behandlung der Zellen mit DHIR und IR gezeigt. Nach 24 h waren noch mindes-
tens 80% der entstandenen CPDs vorhanden, eine Reparatur hatte demnach nach 24 h bereits

eingesetzt, der Grofiteil der CPDs war aber noch vorhanden. Der protektive Effekt der Substan-
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zen gegen die CPD-Bildung war nach 24 h deutlich niedriger. Die Bildung der CPDs erfolgt tiber
eine photochemische [2+2]-Cycloaddition nach Absorption von Licht durch die DNA-Basen von
Licht im UVB- und UVC-Bereich. Vermutlich ist der Schutzeffekt der aromatischen Carotinoide
hauptséchlich auf eine Absorption des UVB-Lichts zuriickzufiihren, wobei ein Einfluss der Caro-
tinoide auf die Reparaturmechanismen nicht auszuschlieBen ist.

Der zweite Teil dieser Arbeit ist auf die Untersuchung der UV-induzierten Entziindungsreakti-
on in Hautzellen fokussiert. Das aromatische Carotinoid DHIR soll photoprotektiv wirken oh-
ne die Entziindungsreaktion ganz oder teilweise zu unterdriicken. Zur Untersuchung ob DHIR
die Entziindungsreaktion moduliert, wurden vier physiologisch relevante Entziindungsparameter
naher untersucht: Nf«B, IL-6, IL-10 und IL-12.

Der NfxB Signalweg ist ein zentraler Signalweg bei der Entziindungsreaktion. Nach Freisetzung
von NfxB, kann das Molekiil in den Zellkern translozieren und die Transkription bestimmter Ziel-
gene initiieren. Interleukin-6 ist ein klassisches proinflammatorisches Zytokin, dessen Expression
u.a. von NfkB reguliert wird. IL-10 gehdrt zu den anti-inflammatorischen Zytokinen und regu-
liert die Bildung proinflammatorischer Zytokine durch die Unterdriickung der Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NfxB. IL-12 ist ein immunmodulatorisches Zytokin, es verstiarkt u.a. die
Nukleotidexzisionsreparatur und unterdriickt die UV-abhdngige Apoptose.

Keiner der untersuchten physiologisch relevanten Entziindungsparameter wurde durch die Behand-
lung der Zellen mit DHIR beeinflusst.

Es wurde gezeigt, dass DHIR einen protektiven Effekt gegen die Bildung von DNA-Strangbriichen,
oxidativen Basenmodifikationen der DNA-Base Guanin und gegen die Bildung von Cyclobutan-
pyrimidindimeren besitzt ohne die ausgewéhlten physiologisch relevanten Entziindungsparameter
zu beeinflussen. DHIR besitzt nach den in-vitro Untersuchungen die Charakteristika einer photo-

protektiven Substanz.
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7 Summary

Life on earth depends on radiation from the sun which determines the climate on our planet and
provides the energy for photosynthesis. UV radiation is a major part of the solar spectrum with
either beneficial or adverse effects on biological systems.

Overexposure of the skin to ultraviolet light can lead to acute (sunburn, ,,Erythema solare*) and
chronic damage (premature skin aging, skin cancer). Thus, it is important that the skin is well pro-
tected from the damaging properties of ultraviolet light (photoprotection). In addition to topically
applied sunscreens, an endogenous protection by carotenoids is possible. The intake of carotenoids
with the diet or supplements can positively influence skin properties, carotenoids may endogenous-
ly protect against UV-related damage and thus against sunburn.

Carotenoids are naturally occuring plant compounds and due to their conjugated polyene sys-
tem effective antioxidants. Dihydroxyisorenieratene (DHIR) and Isorenieratene (IR) are aromatic
carotenoids, which are produced by Brevibacterium linens. The bacterium is used in the cheese
production and is responsible for the characteristic colour and due to the production of methane-
thiol, for the characteristic aroma of Tilsit, Romadour, Limburger and Muenster.

In the first part of this work, the aromatic carotenoids were examined for particular photoprotective
effects against DNA damage in human dermal fibroblasts. The structurally related non-aromatic
carotenoid lutein was used as reference compound. DNA lesions examined included DNA single
and double strand breaks, oxidative modifications of the DNA base guanine and the formation
of cyclobutanpyrimidin dimers (CPD). Treatment of the cells with the aromatic carotenoids de-
creased the formation of strand breaks significantly. Formation of oxidative base modifications of
the DNA base guanine, 7,8-dihydro-8-oxoguanine (8-oxoguanine) and 2,6-diamine-4-hydroxy-5-
formamidopyrimidine (FapyG) was significantly decreased after treatment of the cells with the
aromatic carotenoids.

The UV-induced CPD formation in human dermal fibroblasts was examined immediately and 24 h
after irradiation. Directly after irradiation significant protective effects were shown when the cells
were treated with DHIR and IR. After 24 h at least 80 % of the generated CPDs were still present,
thus a repair had already started after 24 h but most of the CPDs were still present. The protective
effect of the compounds on the CPD-formation was lower after 24 h. Formation of CPDs via a pho-
tochemical [2+2]-cycloaddition reaction is based on the absorption of light in the UVB and UVC
range by the DNA bases. Probably, the protective effect is mainly due to absorption of UVB light
by the aromatic carotenoids, however an influence of the carotenoids on the repair mechanisms

cannot be excluded.
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The second part of this work is focused on the investigation of UV-induced inflammatory response
in skin cells. To investigate whether DHIR influences the inflammatory response, four physiologi-
cally relevant inflammatory markers were examined: Nf«B, IL-6, IL-10 und 1L-12.

The NfxB signaling pathway is an important pathway in inflammatory response. After release
NfxB can translocate into the nucleus and initiate transcription of specific target genes. Interleukin-
6 is a proinflammatory cytokine and its expression is regulated by Nf«B. IL-10 belongs to the anti-
inflammatory cytokines and regulates the production of proinflammatory cytokines by suppressing
the activation of the transcription factor NfxB. IL-12 is an immunmodulatory cytokine, which re-
inforces the nucleotide excision repair and suppresses the UV-dependant apoptosis.

None of the investigated physiologically relevant inflammatory parameters were affected by the
treatment of the cells with DHIR.

It has thus been shown that DHIR exhibits protective effects against the formation of DNA strand
breaks, oxidative base modifications of the DNA base guanine and against the formation of cy-
clobutanpyrimidin dimers without affecting the selected physiologically relevant inflammatory pa-
rameters. According to the in-vitro studies DHIR meets all the requirements of a photoprotective

agent.
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8 Anhang

Reinheitsbestimmung des Thymindimerstandards

Die Reinheit des Standards wurde mit folgenden Methoden tiberpriift: HPLC-Chromatogramm bei

einer Detektionswellenlinge von 264 nm (siehe Abbildung 8.1), Massenspektrum, 'H-NMR (siehe
Abbildung 8.2 und 8.4) und *C-NMR (siehe Abbildung 8.3 und 8.5).

Intensitdt [mV]

Massenspektrum (EI, Pt: 40 °C) m/z: 126(100), 85(3), 70(3)
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Abbildung 8.1: HPLC-Chromatogramm bei einer Detektionswellenldnge von 264 nm
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Abbildung 8.2: 'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): 6 = 1,72 (s, 3H, 5-H), 7,25 (d, 1H, 4-H), 10,59
(s, 1H, -CH-NH-CO-), 11,00 (s, 1H, -CO-NH-CO-) ppm.
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Abbildung 8.3: 13C-{'H}-NMR (125 MHz, DMSO-ds): § = 11,84 (5-C), 107,70 (1-C), 137,77 (4-
Q), 151,54 (3-C), 164,97 (2-C) ppm.
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Abbildung 8.4: 'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢): ¢ = 1,30 (s, 6H, 9-H, 10-H), 3,67 (s, 2H, 4-H,
5-H), 7,65 (s, 2H, -CH-NH-CO-), 10,00 (s, 2H, -CO-NH-CO-) ppm.
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Abbildung 8.5: 13C-{'H}-NMR (125 MHz, DMSO-dg): § = 18,32 (9-C, 10-C), 44,74 (1-C, 8-C),
53,64 (4-C, 5-C), 152,57 (3-C, 6-C), 171,36 (2-C, 7-C) ppm.
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Zytotoxische Wirkung der Carotinoide und UVC-Bestrahlung in hdF

I 0 Min UVC
11 MinUVC
140 [ 5Min UVC
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] T T T [
60
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0 - T T T T
LM 1,5uM DHIR 5uM DHIR 10uM DHIR
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Abbildung 8.6: Zytotoxische Wirkung der Carotinoide und UVC-Bestrahlung in hdF.
A DHIR B IR C Lutein
unbestrahlte Kontrolle (0,1 % THF) = 100 %; n = 3; *p < 0,05 bezogen auf jewei-
lige Kontrollzellen
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Morphologische Veranderung der HaCaT-Zellen nach
UVB-Bestrahlung und Behandlung mit Carotinoiden

Abbildung 8.7: Morphologische Verinderung der HaCaT-Zellen nach UVB-Bestrahlung und Be-
handlung mit DHIR.
A THF B 1,5 uM DHIR C 5 uM DHIR D 10 uM DHIR
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T-Zellen nach UVB-Bestrahlung und Be-

Abbildung 8.8: Morphologische Veridnderung der HaCa

handlung mit Lutein.

5uM Lutein C 5 uM Lutein D 10 uM Lutein

ATHF B,
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8-Oxoguanin
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BSA
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CER
CPD
DHIR
DMEM
DMSO
DNA
EDTA
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FapyG
FBS
FD
GAPDH
gef.
HaCaT
HBSS
hdF
hOGG1
HOMO
HPLC
HRP
1.S.d.
1B
IKK
IL-10
IL-12

7,8-Dihydro-8-oxoguanin
Ammoniumpersulfat

Rinderserumalbumin

Cycloaddition

Cytoplasmic Extraction Reagent
Cyclobutanpyrimidindimere
Dihydroxyisorenieratin

Dulbecco‘s Modified Eagles Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinséure
Ethylendiamintetraessigsédure
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
2,6-Diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin
fotales Kalberserum

Farbdichte
Glyceraldehyd-3-phosphatdehydrogenase
gegebenenfalls

Human adult low Calcium High Temperature Keratinocytes
Hank‘s Balanced Salt Solution

humane dermale Fibroblasten

humane 8-Oxoguanin DNA Glykosylase-1
Highest Occupied Molecular Orbital

High Performance Liquid Chromatography
Meerettichperoxidase

im Sinne der

inhibitory-~B

inhibitory-xB Kinasen

Interleukin-10

Interleukin-12
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IL-6
Immunostaining
IR

LDL
MDA
NER
NF-+<B
PBS

R

RNA
RPMI
SDS-PAGE
SRB
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TCA
TEMED
THF
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TT
TUNEL
u.a.

u.U.

z.B.

z.T.

Interleukin-6

Immunzytochemische Farbung
Isorenieratin

Low-Density Lipoprotein
Malondialdehyd

Nuclear Extraction Reagent

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
Phosphate Buffered Saline

Rest

Ribonukleinsdure

Roswell Park Memorial Institute
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Sulforhodamine B

Tris-Buffered Saline and Tween 20
Trichloressigsaure
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tetrahydrofuran
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Thymindimere

terminal dUTP nick end-labeling
unter anderem

unter Umstanden

zum Beispiel

zum Teil
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