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Kapitel 1
Einleitung

Die Haut ist als Kontaktorgan zur Umwelt vielen Einfliissen ausgesetzt. Hierunter fallt
auch die akute und chronische Sonnenlichtexposition und somit die schidigende Wir-
kung der energiereichen ultravioletten Strahlung.

Sowohl die langwellige UVA-Strahlung im Wellenldngenbereich von 320-400 nm als
auch die kurzwellige UVB-Strahlung mit den Wellenldngen von 290-320 nm sind nach-
weislich beteiligt bei den Vorgéngen von Photoalterung, Photocancerogenese, Photo-
allergie und verschiedener Photodermatosen, deren Inzidenzen bis heute stetig anstei-
gen. 1]

Zum Schutz gegen diese Schiadigungen wurden bereits vor 80 Jahren Sonnenschutz-
mittel entwickelt, die heute durch eine Mischung aus chemischen und physikalischen
Filtern wirken. 2l Sie werden topisch auf die Haut aufgetragen und schiitzen somit nur
vor der bewussten Sonnenlichtexposition.

Hierbei stellt sich die Frage, ob eine zusétzliche systemische Photoprotektion moglich

und sinnvoll ist.

1.1 Die Haut

1.1.1 Anatomie der Haut

Die Haut besteht aus mehreren strukturellen Bereichen. Man unterscheidet Epidermis
(mehrschichtig, verhorntes Plattenepithel) und Dermis (Bindegewebe), die fest mitein-
ander verzahnt sind. Die darunter gelegene Subkutis stellt ein Druckpolster und eine

verschiebliche Fett- und Bindegewebeschicht dar.
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Das Stratum corneum, oder auch die Hornhaut, ist die oberste Schicht der Epi-
dermis und besteht aus sog. Keratinozyten, kernlosen Hornzellen, die einen mechani-
schen Schutzwall darstellen. Die Dicke der Hornhaut kann bis zu 1,3 mm betragen. Die
restliche Epidermis mit Stratum granulosum, Stratum spinosum und Stratum basale
(aufgrund vieler Mitosen auch Stratum germinativum genannt) besteht zu 90 % aus Ke-
ratinozyten. Diese sind iiber Gap junctions miteinander verbunden. Die Proliferation
der Keratinozyten aus Stammzellen im Stratum basale wird von Wachstumsstimula-
toren beeinflusst. Die Induktion geht von Zytokinen der Keratinozyten, die autokrin
und parakrin wirken, aber auch von Traumata und UV-Licht aus. Die Dauer der Dif-
ferenzierung der Zellen vom Stratum basale zum Stratum granulosum betrégt ca. zwei
Wochen, die anschlieende Entwicklung bis zur Hornschuppe nochmals zwei Wochen.

Weitere mit Spezialfunktionen ausgestattete Zelltypen der Epidermis sind die stark
verzweigten Melanozyten und die Merkel-Zellen (Druckrezeptoren) im Stratum basa-
le und die professionell antigenprisentierenden Langerhans-Zellen, die suprabasal lie-
gen. ! Die Epidermis besitzt keine Blutgefie. Sie wird daher nur durch Diffusion von
Nahrstoffen aus dem kapillaren Netz, das durch die Dermis bis an die Basalmembran
heranreicht, versorgt. [4

Die Dermis (Corium, Lederhaut) verleiht der Haut ihre Zugfestigkeit und Dehn-
barkeit. Sie gliedert sich in das schmale oberflichliche Stratum papillare, deren Zapfen
bis in die Epidermis hineinragen und ihr das typische Aussehen der Felder- bzw. Leis-
tenhaut geben, und das Stratum reticulare, welches die tiefere und dickere Schicht
aus kriftig fest gewebten Kollagenfaserbiindeln und elastischen Fasern darstellt. Th-
re Hauptkomponenten sind dermale Zellen (Fibroblasten, Histiozyten-inaktive Form
der Makrophagen- und Mastzellen) und dermale Fasern (v.a. Kollagen- und elastische
Fasern). Die dermale Matrix, in welche die Zellen und Fasern eingebettet sind (Inter-
zellularsubstanzen), besteht aus Proteoglykanen und Glykosaminoglykanen. Sie spielt
aufgrund ihres groflen Wasserbindungsvermogens fiir die Regulierung des Hauttugors
eine wichtige Rolle.

Die Dermis ist gefaf}- und nervenfaserreich. Sie ist mit der Epidermis fast unzerreif3-
bar iiber die Basallamina verzahnt. 4 ]

Die Subcutis (Tela subcutanea, Unterhaut) besteht aus lockerem Bindegewebe und

verbindet die Haut mit den darunter gelegenen Strukturen (Faszien, Knochenhaut). In
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der Unterhaut liegen viele Nerven, Gefifle, Driisen und Haarwurzeln. Sie stellt aufgrund
vieler Fettzellen einen Fettspeicher und damit einen Wrmeisolator dar. [’

Eine schematische Darstellung der menschlichen Haut zeigt Abbildung 1.1

Lederhaut

papillen Fare

Haar

Epidermis

Lederhaut

Unterhaut
fettigemwebe

Talgdriise

Scheikdrise

MNervenfaser
Blutgefdf

Abbildung 1.1: Aufbau der menschlichen Haut mit Epidermis, Lederhaut (Dermis)

und subkutanem Fettgewebe, aus!f!

1.1.2 Funktionen der Haut

Die Haut iibt mit ihrer groBen Fliche von 1,5 bis 2m? eine wichtige Funktion als Kon-
taktorgan zur Umwelt aus. Zu ihren Aufgaben gehort die Regulation des Wasserhaus-
haltes des Organismus und damit der Schutz vor Austrocknung. Die Wasserverdunstung
bei einem Menschen ohne Epidermis betriage 20 Liter pro Tag. Gleichzeitig agiert die
Haut iiber vermehrte Transpiration als Temperaturregler. Als wichtiges Schutzorgan
schiitzt sie vor Kélte und Wérme sowie vor mechanischer Beanspruchung und Verlet-
zung, da sie stark elastisch und verformbar aber gleichzeitig sehr zugfest ist. Mit dem
sog. Saureschutzmantel (saurer pH von 5,7) besitzt die Haut eine enorme Pufferkapa-
zitét. Sie bietet einen Schutz vor Infektionen durch Bakterien und Pilze. Hierbei spielt

die Haut als Teil des Immunsystems eine wichtige Rolle. Mit Hilfe der freien Nervenendi-
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gungen und verschiedener Rezeptoren erkennt sie Beriihrung, Temperatur und Schmerz.
Die Haut ist der UV-Strahlung ausgesetzt und kann so die wichtige Aufgabe erfiillen, die
UVB-abhingige Synthese von Cholecalciferol (Vitamin D3) aus 7-Dehydrocholesterin
im Rahmen der Calcitriol- (Vitamin D-)Synthese zu gewéhrleisten. [7)

Daneben schiitzt sie durch Hautbriaunung (Melanogenese), Verdickung der Epider-
mis (,,Lichtschwiele*) und Induktion von antioxidativ wirkenden Enzymen und DNA-
Reparaturmechanismen vor den schidigenden Wirkungen der UV-Strahlung. [ Niheres

hierzu ist in Kapitel 1.1.4 beschrieben.

1.1.3 Schadigung der Haut durch UV-Exposition

Als positive Wirkungen des Sonnenlichtes ist vor allem die UV-abhéngige Vitamin D-
Synthese zu nennen. ! Dariiber hinaus steigert sich durch einen Aufenthalt in der Sonne
das allgemeine Wohlbefinden. Auch die Hautbrdunung z&hlt in der heutigen Zeit und
in der mitteleuropéischen Region zu einem Schénheitsmerkmal.

Im Gegensatz dazu stehen die schidigenden Wirkungen der UV-Strahlung. Hierbei
ist es wichtig, eine ausgewogene Sonnenlichtexposition zu beachten, um die negativen
Wirkungen weitestgehend zu verhindern ohne die positiven Auswirkungen zu verlie-
ren. 18]

Ultraviolette Strahlung kann in drei Anteile unterteilt werden. Sie besteht aus einem
kurzwelligen, hoch energetischen Teil, dem UVC-Anteil mit der Wellenlénge von 200-
290 nm, einer ebenfalls energiereichen UVB-Strahlung mit der Wellenldnge von 290-
320nm und dem Anteil einer langwelligen, energiearmen UVA-Strahlung im Bereich
von 320-400 nm.

UVC-Strahlung wird typischerweise vollstindig durch die Ozonschicht der Atmo-
sphére gefiltert und nimmt somit in der Regel keinen Einfluss auf die Haut.

UVB-Strahlung dringt bis zum Stratum basale der Epidermis in die Haut ein und
16st hier die Reaktion des Sonnenbrandes und die Induktion der Melanogenese, der
Briunung, aus.* Die Hautrétung (Erythem) entwickelt sich nach wenigen Stunden
und erreicht nach acht Stunden ihr Maximum. UVB-Licht schiddigt hauptséchlich di-
rekt zelluldre Strukturen (DNA und Proteine). Die direkten DNA-Schidigungen, wie
Oxidation und DNA-Strangbruch, kénnen durch Akkumulation von Mutationen in den

Zellen der Epidermis Hautkrebs entstehen lassen. [ 101 [11]
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95 % der die Erdoberfléiche erreichenden UV-Strahlung sind UVA-Strahlen. Sie kann
Fensterglas durchdringen und gelangt bis in die Dermis der Haut. UVA-Licht indu-
ziert ein verzogertes Erythem, das sein langanhaltendes Maximum erst ca. 24 Stun-
den nach UVA-Exposition erreicht. Die zytotoxischen und cancerogenen Effekte von
UVA-Licht in der Haut, welches weniger von DNA und Proteinen absorbiert wird und
somit bis in die Dermis dringt, sind indirekt, sauerstoffabhéingig und beinhalten die
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS = Reactive Oxygen Species).[12] UVA-
Strahlung wird von intrazelluliren Chromophoren, z.B. Riboflavin, absorbiert, was zu
einem veréinderten Redox-Potential der Zelle und so zur Entstehung der ROS fiihrt. 3]

UVA- und UVB-Strahlung kénnen die Expression der Matrix-Metalloproteinasen
(v.a. MMP-1), die Bindegewebsstrukturen, unter anderem Kollagen Typ 104 abbauen,
induzieren. !5 Dieser Effekt, der auch als Photoaging ( = Hautalterung durch UV-
Strahlung) bezeichnet wird, zeigt als sichtbares Ergebnis eine vermehrte Faltenbildung
der Haut. Auch die Entstehung der ROS durch UV-Strahlung spielt eine Rolle beim
Prozess des Photoaging!'%! ebenso wie die durch ROS entstehenden Mutationen der
mitochondrialen DNA (mtDNA), die sog. common-deletion Mutation. ['71[18]

Liegt ein Missverhéltnis zwischen Oxidantien und Antioxidantien mit Ubergewicht
der Oxidantien vor, spricht man von oxidativem Stress. Die diesen hervorrufenden reak-
tiven Sauerstoffspezies (ROS) kénnen, wie erwihnt, zu Schiiden an verschiedenen Mo-
lekiilen wie DNA, Proteinen und Lipiden fiihren. (199 120] Photooxidativer Stress entsteht,
wenn die reaktiven Sauerstoffspezies durch UV-Strahlung hervorgerufen werden. 2!

Die chronischen Folgen vermehrter UV-Strahlung konnen schliefllich im Bereich
der Hautkanzerogenese zu verschiedenen malignen Erkrankungen und ihren Vorstufen

221 (23] 1] Hierbei seien nur beispielhaft als Prikanzerosen die aktinische Kerato-

fithren.
se und das Lentigo maligna Melanom und als maligne Hauterkrankungen das Spinaliom,
das Basaliom und das maligne Melanom genannt als Folge vermehrter und langjidhriger
UV-Exposition. [4 24

Abbildung 1.2 zeig schematisch die Eindringtiefe von UV-Strahlung in die Haut und
die dadurch induzierten bzw. beeinflussten Proteine, von denen einige ausgewéhlte in

dieser Arbeit untersucht werden.
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Abbildung 1.2: Spektrum des Sonnenlichts, Eindringtiefe von UV-Strahlung und
Aktivierung verschiedener Gene durch UVA-, UVB- und UVC-Strahlen 2]
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1.1.4 Photoprotektion der Haut

Die Hautbrédunung (Melanogenese) und die Verdickung der Epidermis (Lichtschwiele)
zéhlen zu den natiirlichen Schutzmechanismen der Haut vor UV-Strahlung, wie auch die
Induktion von antioxidativ wirksamen Enzymen und DNA-Reparaturmechanismen. 26
Die im Rahmen der Braunung entstehenden Melaninpigmente absorbieren, streuen und
reflektieren die UV-Strahlung. Die so genannte Lichtschwiele fithrt ebenso zum Schutz
iiber Absorption und Streuung des Lichtes.

Zu den enzymatischen Schutzmechanismen zéhlen die Enzyme Superoxid-Dismutase,
Katalase und die Glutathion-Peroxidase. Die nicht-enzymatischen Antioxidantien wir-
ken ebenfalls als Schutz vor oxidativem Stress. Unter Antioxidantien versteht man
chemische Verbindungen, die geeignet sind, die Oxidation von Molekiilen durch ROS
zu verhindern bzw. zu modulieren. Hierzu zdhlen im menschlichen Organismus unter

anderem die Vitamine C und E, Glutathion, Flavonoide und Carotinoide. Dabei gelten

Carotinoide als effektive Singulett-Sauerstoffinaktivatoren.

1.2 Carotinoide

Carotinoide sind lipophile natiirliche Farbstoffe und geben vor allem gelb bis rotem
Obst und Gemiise ihre Farbe. Tiere und Menschen sind auf die Nahrungsaufnahme von
Carotinoiden angewiesen, da sie nicht in der Lage sind, sie de novo zu synthetisieren.
Carotinoide sind aus einer Kette von 40 Kohlentoffatomen aufgebaut. Die zentrale Kette
des Molekiils besitzt neun konjugierte Kohlenstoffdoppelbindungen und tréigt an den
Enden zyklische oder azyklische Substituenten. Abbildung 1.3 zeigt dieses Grundgeriist.

2 |
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Abbildung 1.3: Zentrale Kette des Carotinoidmolekiils

Das System der Kohlenstoffdoppelbindungen ist verantwortlich fiir die meisten bio-
chemischen Funktionen ebenso wie fiir die charakteristische Farbe der Carotinoide. Es
stellt das eigentliche Chromophor dar, das fiir die Lichtabsorption von Carotinoiden

verantwortlich ist.
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Die Klasse der Carotinoide unterteilt sich in zwei Gruppen. Molekiile aus Koh-
lenwasserstoffverbindungen ohne funktionelle Gruppe werden als Carotine bezeichnet,
zu denen beispielsweise 3-Carotin, o-Carotin und Lycopin zdhlen. Xanthophylle, z.B.

Zeaxanthin und Lutein, tragen zusétzlich mindestens ein Sauerstoffatom z.B. in Form

einer Hydroxy- oder Ester-Gruppe. Die Abbildungen 1.4 und 1.5 zeigen Beispiele fiir
20]

die Gruppen der Carotine und der Xanthophylle.

B-Carotin

c-Carotin

Lycopin

Abbildung 1.4: Beispiele fiir Carotine

Durch das Vorliegen mehrerer Doppelbindungen sind verschiedene cis/trans-Konfi-
gurationen der Carotinoide moglich. Die meisten Pflanzen weisen die all-trans-Isomere
der Carotinoide auf, wohingegen im menschlichen Blut verschiedene cis-Isomere vorlie-

gen. [20)
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Zeaxanthin

Abbildung 1.5: Beispiele fiir Xanthophylle

1.2.1 Carotinoide als physiologische Antioxidantien gegen photooxi-
dativen Stress

Durch verschiedene Einflussfaktoren, wie unter anderem UV-Strahlung, ist der mensch-
liche Korper oxidativem Stress ausgesetzt. Das System der Kohlenstoffdoppelbindungen
der Carotinoide trégt zur ihrer antioxidativen Eigenschaft und damit zu ihrer photopro-
tektiven Wirkung bei. Carotinoide sind in der Lage, ROS, vor allem Singulett-Sauerstoff
10y und Peroxyl-Radikale, abzufangen und zu desaktivieren. Hierbei erfolgt die Desak-
tivierung des Singulett-Sauerstoffs physikalisch. Der Singulett-Sauerstoff iibertréigt sei-
ne Anregungsenergie auf das Carotinoid. Dieses kann die Energie in Form von Warme
an die Umgebung abgeben und geht so unveridndert aus der Reaktion hervor. Diese

Reaktion ist in Abbildung 1.6 gezeigt.
'Car+ '"0: —  » car+ *0: — 4 'Car + Wame
Abbildung 1.6: Desaktivierung von Singulett-Sauerstoff

Dariiber hinaus zeichnen sich Carotinoide dadurch aus, dass sie effektiv angeregte
Molekiile, die Radikale erzeugen, desaktivieren. 29 Neben dem physikalischen Weg sind
Carotinoide in der Lage chemisch mit ROS zu reagieren. Dies nimmt aber nur einen

kleinen Teil (0,05 %) des antioxidativen Vermdgens von Carotinoiden ein. [*7]
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1.2.2 Lycopin

Lycopin ist eines der mengenméfig haufigsten Carotinoide im menschlichen Blut. Sein
Hauptvorkommen zeigt es in roten Friichten, darunter vor allem in Tomaten. Ver-
schiedene Studien lassen auf einen positiven Effekt von Lycopin bei kardiovaskuldrem
Erkrankungsrisiko, Prostata- und Lungenkrebs schlieBen. 28] Lycopin besteht aus 40
Kohlenstoffatomen in linearer Anordnung und enthélt 13 Doppelbindungen, elf davon
konjugiert vorliegend. Es besitzt keine Ringstruktur, vgl. Abbildung 1.4. Lycopin wur-
de als der effektivste Fénger von Singulett-Sauerstoff identifiziert. Seine Fahigkeit als
Singulett-Sauerstoff-Fiinger ist doppelt so hoch wie die von p-Carotin. 29 Auch im Ver-
gleich mit den Vitaminen C und E schnitt Lycopin als Carotinoid mit der stéirksten
antioxidativen Aktivitét ab. 30

Nach dem Verzehr von Lycopinhaltiger Nahrung wird das Carotin im Diinndarm,
vor allem im Duodenum, mit Gallensduren emulgiert. Es bilden sich zusammen mit
anderen Nahrungsfetten Mizellen. Nach passiver Diffusion schlief3t es sich in den Muko-
sazellen mit weiteren lipophilen Stoffen zu Chylomikronen zusammen. Uber das Lymph-
system gelangt es in die Blutbahn. In der Leber erfolgt der Einbau in Lipoproteine sehr
niederer Dichte (VLDL). Diese werden anschlieend im Blut enzymatisch zu Lipopro-
teinen niederer Dichte (LDL) gespalten. Lycopin und andere reine Kohlenwasserstoffe
befinden sich hauptséchlich in LDL im Gegensatz zu Xanthophyllen (31) vgl. Kapitel
1.2.3.

1.2.3 Lutein

Lutein gehort, wie auch sein Stereoisomer Zeaxanthin, zur Gruppe der Xanthophylle.
Es kommt vor allem in gelbem und griinem Gemdiise vor. Lutein besteht wie Lycopin
aus 40 Kohlenstoffatomen mit elf konjugierten Doppelbindungen. An beiden Enden der
Kette trigt es eine Ringstruktur und eine Hydroxylgruppe, vgl. Abbildung 1.5. Lutein
ist fettloslich und neben f3-Carotin und Lycopin eines der hiufigsten Carotinoide im
menschlichen Blut. Seine hichste Konzentration weist es in der Macula lutea und der
Linse des Auges auf und ist zusammen mit Zeaxanthin das in diesen Geweben einzig
vorkommende Carotinoid. 32l Hier spielt es eine wichtige Rolle beim Schutz des Auges

vor altersbedingter Makuladegeneration (AMD) und Katarakt, was in verschiedenen
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1. EINLEITUNG 1.2 Carotinoide

Studien gezeigt werden konnte. Die beiden Xanthophylle absorbieren einerseits blaues
Licht, wirken demnach als Filter, und dienen andererseits als Antioxidantien. 33!

Die Aufnahme von Lutein iiber die Nahrung verlduft wie die anderer Carotinoide,
vgl. Kapitel 1.2.2. Jedoch sind Lutein und Zeaxanthin sowohl in Lipoproteinen hoher

Dichte (HDL) ! als auch in LDL zu finden. 3]

1.2.4 In vivo Studien zum UV-Schutz von Carotinoiden

Tabelle 1.1 zeigt einen Uberblick einiger ausgewéhlter In vivo Studien zum UV-Schutz
von Carotinoiden.

FEine der ersten Studien iiber die Effekte von oral verabreichtem (-Carotin auf die
Erythementstehung fithrte Mathes-Roth 1972 durch. Die Probanden erhielten téglich
180 mg PB-Carotin iiber zehn Wochen. Die MED (Minimale Erythemdosis; die Schwel-
lendosis an UV-Bestrahlung, die zu einem Erythem der Haut fithrt und fiir jeden Men-
schen individuell verschieden ist) stieg nach dieser Intervention an.[ Weitere Studi-

e.1351 36] Ty Gegensatz dazu

en dhnlicher Behandlungslénge bestétigten diese Ergebniss
zeigte B-Carotin den Effekt einer erhhten MED bzw. einer verringerten Erythembil-
dung nach UV-Bestrahlung nicht, wenn die Dauer der (3-Carotin-Einnahme unter zehn
Wochen lag. Zu diesem Ergebnis kam z.B. eine Studie mit einer Einnahme von 90 mg
p-Carotin tiglich iiber einen Zeitraum von drei Wochen. [37]

FEine 2008 veroffentlichte Metaanalyse von Ko6pcke und Krutmann verglich sieben
Studien {iber die photoprotektive Wirkung von (3-Carotin miteinander. Dabei bestétigte
sich die oben genannte Annahme, dass eine 3-Carotin-Supplementierung vor Sonnen-
brandentstehung schiitzen kann - wenn die Einnahmedauer mindestens zehn Wochen
betrdagt. Dariiber hinaus steigert sich die Photoprotektion bei jedem weiteren Einnah-
memonat. 8]

Verschiedene Gemische von Carotinoiden konnten einen Schutz vor Erythembildung
zeigen. Wurden iiber eine Dauer von zwolf Wochen je 8 mg (3-Carotin, Lycopin und Lu-
tein téglich eingenommen, konnte derselbe Schutzeffekt nachgewiesen werden wie nach
der Einnahme von 24 mg 3-Carotin pro Tag. In beiden Gruppen war die Erythembil-
dung nach der Intervention verringert.® Auch die Kombination von p-Carotin mit
Tocopherol, Selen und Lycopin konnte einen positiven Effekt auf den UV-Schutz der

Haut nachweisen. [49]
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1. EINLEITUNG 1.3 Molekulare Marker fiir UV-induzierte Schiden

FEine Interventionsstudie zeigte den positiven Effekt von Lycopin in einer verringer-
ten Erythembildung nachdem die Probanden iiber einen Zeitraum von zehn Wochen
téglich 40 g einer Tomatenpaste einnahmen, was einer téiglichen Aufnahme von 16 mg

1] Eine weitere Studie untersuchte die Wirkung eines syntheti-

Lycopin entsprach.
schen Lycopins im Vergleich zu Lycopin, das aus Tomatenextrakt gewonnen wurde.
Die tégliche Einnahme lag bei etwa 10mg Lycopin téglich. Hier zeigte sich in den
beiden Gruppen, die das natiirliche Lycopin einnahmen, eine Verringerung der Ery-
thembildung im Gegensatz zur Gruppe, die das synthetisch erzeugte Lycopin einnahm.
Als Erklarung dafiir wurde angenommen, dass im Nahrungserginzungsmittel, das das
natiirliche Lycopin enthielt, ebenfalls die Vorstufen Phytoene und Phytofluene enthal-
ten waren und durch diese der positive Effekt von Lycopin eventuell unterstiitzt bzw.
potenziert wurde. [42]

Mit dem Vergleich von oral verabreichtem Lutein und Zeaxanthin zu topisch auf-
getragenem Lutein und Zeaxanthin konnte in einer Studie der Anstieg der photopro-
tektiven Aktivitit gezeigt werden. Diese setzte sich aus dem Verhéltnis der MED der
behandelten Haut zur MED der unbehandelten Haut zu Beginn der Studie zusammen.
Ebenso zeigte sich in den Gruppen mit oraler bzw. topische Behandlung allein und
der kombinierten Behandlung eine Zunahme der Hautelastizitdt und -feuchtigkeit im
Verlauf der Studie. Die Probanden der Verum-Gruppen nahmen téglich 10 mg Lutein

und 0,6 mg Zeaxanthin iiber einen Zeitraum von zwdlf Wochen ein. 43

1.3 Molekulare Marker fiir UV-induzierte Schiden

1.3.1 Matrixmetalloproteinase-1 (MMP-1)

Das Enzym MMP-1 gehort zur Familie der Matrixmetalloproteinasen. Diese Enzym-
Familie aus Zink-haltigen Endoproteinasen ist im Grunde fihig, jede extrazelluldre
Matrix abzubauen. Den grofiten Gehalt an MMPs findet sich in vivo in epidermalen

[44] MMP-1 wird auch als Interstitielle Kollagenase bezeichnet. Sie spal-

Keratinozyten.
tet vor allem die interstitiellen Kollagene I und III und ist als Schliisselenzym am Um-
und Abbau des Bindegewebes beteiligt.

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass die Expression des fiir MMP-1 codie-
renden Gens unter UV-Strahlung (unter anderem iiber den Transkriptionsfaktor AP-1)

steigt. 4511461 [47] Hierbei gilt MMP-1 als wichtiger Akteur im Rahmen der vorzeitigen
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1. EINLEITUNG 1.3 Molekulare Marker fiir UV-induzierte Schiden

Dosis Dauer Ergebnis Zitat
pro Tag [mg] [Wochen]
3-Carotin
180 10 MED-Anstieg
(34]
30 bis 90 24 Erythemverminderung 5
35
30 12 Erythemverminderung 50
36
90 3 keine Photoprotektion 7
37
24 12 Erythemverminderung 591
39

[3-Carotin, Lycopin, Lutein

je 8 12 Erythemverminderung -,
39

[3-Carotin, Lycopin, Tocopherol,

Selen

6/6/10 /0,075 7 MED-Anstieg "
40

Lycopin

16 10 Erythemverminderung ]
41

Lutein, Zeaxanthin

10 / 0,6 12 photoprotektive Wirkung

erhoht?® 3]

Tabelle 1.1: Studien zur photoprotektiven Wirkung von Carotinoiden.
2Photoprotektive Wirkung = MED der behandelten Haut/MED der unbehan-
delten Haut.
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1. EINLEITUNG 1.3 Molekulare Marker fiir UV-induzierte Schiden

Hautalterung, dem sog. Photoaging. Ebenfalls konnte bereits gezeigt werden, dass Lu-

tein in vitro die Expression von MMP-1 supprimieren kann. [48]

1.3.2 ICAM-1

ICAM-1 (Inter-Cellular Adhesion Molecule 1) gehort zur Familie der Immunglobuline.
Es wird von humanen Keratinozyten im Rahmen einer inflammatorischen Reaktion
exprimiert. [CAM-1 wird durch Interleukin 1 und TNF« induziert, beeinflusst die In-
teraktion zwischen Keratinozyten und Leukozyten und ist damit ein Teil des Immun-
systems. (49]

In vitro konnte gezeigt werden, dass die Expression der mRNA fiir ICAM-1 unter
UVA- und UVB-Strahlung ansteigt. °% 51l Hierbei spielt die Entstehung von ROS eine
wichtige Rolle. Die Zugabe von Antioxidantien bzw. Singulett-Sauerstofffingern konnte

die Epxression senken. Auch der Transkriptionsfaktor AP-2 ist an der Regulation der
ICAM-1 Bildung beteiligt. 52

1.3.3 Haemoxigenase-1 (HO-1)

HO-1 (Hamoxygenase 1) ist ein induzierbares Enzym, neben der konstitutiv exprimier-
ten Isoform HO-2, das Him zu Eisen, Biliverdin und Kohlenstoffmonoxid oxidiert und
abbaut. 53 Die Expression dieses Proteins wird durch verschiedene Faktoren induziert,
u.a. durch oxidativen Stress, der in der Haut zum Beispiel durch UV-Strahlung entsteht.

Bereits 1989 wurde HO-1 von Keyse und Tyrrell als Protein mit einer molekularen
Masse von 32 kDa identifiziert, dessen mRNA durch Hydgrogenperoxid, Natriumarsenit
sowie auch durch UVA-Strahlung in menschlichen Fibroblasten induziert wird.®¥ Die
entstehenden Hydroxyl-Radikale sind, neben weiteren Faktoren des komplexen intra-

561 Diese Reaktion gilt als wich-

zelluliiren Signalweges®®! an der Induktion beteiligt
tiger induzierbarer antioxidativer Abwehrmechanismus.5” Hierbei wirken Biliverdin
und sein Abbauprodukt Bilirubin als physiologische Antioxidantien.®®l Daneben wer-
den Ham und Ham-haltige Metabolite abgebaut und so die Bildung freier Radikale iiber
durch Ham katalysierte Reaktionen verhindert.5% Ebenso wird die Ferritin-Synthese
gesteigert um den KEisenspiegel niedrig zu halten und damit die Fenton-Reaktion zu

verhindern. [60]
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1. EINLEITUNG 1.3 Molekulare Marker fiir UV-induzierte Schiden

1.3.4 Col-1A1 und Col-1A2

Das Gen Col-1A1 (collagen type I alpha 1) kodiert den Hauptanteil des Kollagens Typ
I, welches in den meisten Geweben zu finden ist. Col-1A1 kodiert fiir die pro-alpha-
1-Kette des Prokollagens Typ I. Diese Kette bindet an eine weitere pro-alpha-1-Kette
und an eine pro-alpha-2-Kette, welche vom Gen Col-1A2 kodiert wird. Im Rahmen
der natiirlichen Hautalterung und auch durch UV-Strahlung wird die Expression der

beiden Gene supprimiert und es entstehen Falten. [61][62]

1.3.5 TIMP-1

Der Tissue Inhibitor of Metalloproteinase (TIMP) ist der Gegenspieler zu MMP-1. In
Studien, in denen der Effekt von chemisch hergestelltem Singulett-Sauerstoff und UVA-
Strahlung auf die Expression des haufigsten Inhibitors der Matrixmetalloproteinasen
TIMP-1 untersucht wurde, zeigten sich, im Gegensatz zu einer induzierten Expression
der Kollagenase MMP-1, keine Anderungen in der Expression von TIMP-1.631[64] Da-
durch entsteht ein Ungleichgewicht zwischen Abbau der extrazelluliren Matrix durch
MMP und Inhibition dieses Vorgangs durch TIMP zugunsten des Abbaus was u.a. zur
vorzeitigen Hautalterung durch UV-Strahlung fiihrt.

1.3.6 IL-1 und IL-6

Die Zytokine IL-1 und IL-6 (Interleukin 1 und Interleukin 6) sind Teile des Immunsys-
tems. IL-1 ist ein proinflammatorischer Botenstoff, der konstitutiv von Keratinozyten
sezerniert wird. Die Freisetzung von IL-1 durch verschiedene Stimuli, wie auch durch
UV-Strahlung, triigt zur inflammatorischen Reaktion der Haut bei. (6]

Das pleiotrope IL-6 wird bei einer akuten Entziindung (z.B. bei einem Sonnenbrand)
vermehrt von Makrophagen und auch Epithel- und Endothelzellen sezerniert. Es besitzt
sowohl pro- als auch antiinflammatorische Eigenschaften. Es scheint nicht direkt an der
durch UVB-Strahlung induzierten Immunsuppression beteiligt zu sein, vielmehr ist es
bei der Aktivierung von u.a. HO-1 im Rahmen der durch UVA-Strahlung ausgeltsten
photoprotektiven Reaktion integriert.[%} Dariiberhinaus induziert IL-6 autokrin und
parakrin die Synthese von MMP-1 in Fibroblasten. [67]

Im Rahmen der Immunantwort werden die inflammatorischen Zytokine IL-1 und IL-

6 am Ort der Schidigung, z.B. bei sonnenverbrannter Haut, freigesetzt und gelangen in
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1. EINLEITUNG 1.4 Ziele der Arbeit

die Blutbahn. Sie fithren, gemeinsam mit dem Zytokin TNF-«, zu einer Temperatur-
Sollwertverstellung im Hypothalamus. Dies hat einen Anstieg der Korpertemperatur
zur Folge, es entsteht Fieber. Daher werden diese Zytokine auch endogene Pyrogene ge-
nannt. Desweiteren induzieren sie in der Leber die Synthese von Akute-Phase-Proteinen

wie Gerinnungsfaktoren, Komplementkomponenten und Protease-Inhibitoren. [”]

1.4 Ziele der Arbeit

Um weitergehende Informationen zur UV-protektiven Wirkung von Carotinoiden zu
erlangen, wurde eine doppelblinde, Placebo-kontrollierte Studie mit initial 65 Proban-
den iiber eine Dauer von etwa 29 Wochen (200 Tage) durchgefiihrt. Hierfiir wurden
die beiden Carotinoide Lycopin und Lutein verwendet. Uber die reine Bestimmung
der Erythementwicklung nach Bestrahlung mit UVA1 bzw. UVA/UVB hinaus, wurde
tiefer gehend die Expression verschiedener molekularer Marker nach Bestrahlung im
Vergleich zu unbestrahlter Haut ermittelt.

Des Weiteren wurde die Wirkung dieser Carotinoide auf die Hautbeschaffenheit und
deren Verdnderung im Verlauf der Studie untersucht.

Ziele der Arbeit waren demnach:

e Effekte der Carotinoide Lycopin und Lutein auf den Transepidermalen Wasser-

verlust und die Elastizitidt der Haut

e Wirkung der beiden Carotinoide auf das Maf} der Erythembildung einerseits unter
UVA1-, andererseits unter Solarsimulator-(UVA /UVB-)Bestrahlung

e Wirkung von Lycopin und Lutein auf die Expression bestimmter molekularer

Marker, die in Beziehung mit (photo-)oxidativem Stress stehen

e Darstellung der Serum-Lycopin- und -Luteinspiegel im Verlauf der Studie und ihr

Verhaltnis zu den erhobenen molekularen Marker

Dadurch sollte eine Antwort auf die Frage, ob eine endogene systemische Photopro-
tektion moglich und fiir eine Anwendung zur Unterstiitzung gegen die UV-bedingten
Schiden sinnvoll ist, mit zusétzlichen Aspekten, insbesondere molekularer Untersu-

chung, im Vergleich zu bisherigen Studien, gefunden werden.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Die Studie wurde randomisiert, Placebo-kontrolliert und doppelblind durchgefiihrt. Sie
beinhaltete ein Cross-Over nach der Héilfte (100 Tage) der Studienzeit. Dies bedeu-
tet, dass nach einem bestimmten Zeitraum (hier nach der Hilfte der Studiendauer)
ein Wechsel der Behandlungen, sprich Einnahme von Nahrungsergénzungsmittel bzw.
Placebo, zwischen den Untergruppen erfolgte. In die Studie wurden 65 freiwillige Pro-
banden eingeschlossen, die verschiedene Kriterien zu erfiillen hatten (siehe Kapitel 2.2).

Die Studienteilnehmer wurden randomisiert vier Gruppen, sog. Treatment Groups,
zugeteilt. Die erste Gruppe (TG A) mit schlussendlich 15 Probanden nahm iiber 85 Tage
zweimal téglich zwei Kapseln eines Tomatenextraktes ein (Lyc-o-Mato). Nach einer
anschlieenden Auswaschphase von zwei Wochen, in der keine Kapseln eingenommen
wurden, bekam sie 85 Tage lang ein Placebo-Praparat, das hauptsichlich aus Sojadl
besteht. Die zweite Gruppe (TG B), welche 14 Probanden einschloss, bekam erst das
Placebo und nach der Auswaschphase die Lyc-o-Mato-Kapseln. Im Kapitel 3.1 sind die
Ergebnisse fiir diese beiden Gruppen beschrieben.

Die dritte Gruppe (TG C) mit 15 Probanden erhielt iiber 85 Tage zweimal pro Tag
eine Kapsel mit einem Gemisch aus freiem Lutein und Rosmarinextrakt (Lyc-o-Lutein)
und nach zwei Wochen ohne Einnahme 85 Tage lang das Placebo-Priparat. Die gleich
groBe vierte Gruppe (TG D, 15 Probanden) nahm, analog zu TG B, 85 Tage Placebo
und 85 Tage die Lyc-o-Lutein-Kapseln ein. Die Ergebnisse der TG C und TG D sind
im Kapitel 3.2 aufgefiihrt.
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2. MATERIAL UND METHODEN 2.2 Probandenkollektiv

Kapseleinnahme TG A TG B TG C TG D
Lycopin Tag 15-100 | Tag 115-200

Lutein Tag 15-100 | Tag 115-200
Placebo Tag 115-200 | Tag 15-100 | Tag 115-200 | Tag 15-100

Tabelle 2.1: Einnahmezeitrdume der Kapseln in TG A-D

Einen Uberblick iiber die Einnahmezeitriaume der vier Untergruppen gibt Tabelle
2.1.

Die Lyc-o-Mato-Kapseln enthalten folgende Stoffe (Herstellerangaben): 4,8 mg Ly-
copin, 1 mg Tocopherol, je 0,3mg Phytoene und Phytofluene, 0,15 mg $-Carotin pro
Kapsel. Der Hauptinhaltsstoff der Kapseln Lyc-o-Lutein ist, laut Herstellerangaben,
10 mg Lutein pro Kapsel (aufgelost in Distelol). Daneben befinden sich noch Carno-
solsdure aus Rosmarinextrakt zur Stabilisierung und Zeaxanthin darin.

Die Studie wurde iiber einen Zeitraum von 200 Tagen durchgefiihrt.

Das Studiendesign wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der
Heinrich-Heine-Universitéat Diisseldorf genehmigt (Aktenzeichen: 2869 vom 08.03.2007,
Prof. J. Krutmann).

2.2 Probandenkollektiv

An der Studie nahmen 65 gesunde, volljéhrige Probanden teil. Durch unterschiedliche
Studien-unabhéingige Griinde gab es sechs Drop Outs, wodurch die Auswertung mit
Daten von 59 Probanden stattfand. Es wurden 13 Frauen (Studie beendet: 11 Frauen)
und 52 Ménner (Studie beendet: 48 Ménner) eingeschlossen im Alter von 19 bis 64
Jahren mit einem Durchschnittsalter von 42 £12 Jahren.

U.a. folgende Kriterien fithrten zum Ausschluss: Body Mass Index (BMI) iiber
30kg/m?; Schwangerschaft und Stillzeit; Rauchen, Genuss von Alkohol; Vorliegen oder
Historie von Photodermatosen; bekannte Hautkrebserkrankungen in der Eigen- oder Fa-
milienanamnese; Hochrisikogruppen fiir HIV-Infektionen oder dem Vorliegen anderer
Infektionserkrankungen (Hepatitis A, B, C, Tuberkulose usw.); Vorliegen von metabo-
lischen, endokrinen oder kardiovaskuldren Erkrankungen; angeborene oder erworbene

Blutgerinnungsstorung oder Einnahme von blutgerinnungshemmenden Mitteln; Vorlie-
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2. MATERIAL UND METHODEN 2.3 Studienablauf

gen eines Hauttyps I nach Fitzpatrick; Vorliegen von Allergien auf Betdubungsmittel;
Vorliegen von Allergien auf Bestandteile des Nahrungserganzungsmittels.

Die Probanden nahmen in der Studienzeit keine anderen Nahrungserginzungsmittel
ein, verzichteten auf den regelméfligen Verzehr grofler Mengen an Tomaten oder To-
matenprodukten und auf UV-Bestrahlung durch Solarien oder Urlaub wéihrend der
Studienteilnahme. Die Uberpriifung der Ein- und Ausschlusskriterien erfolgte durch

eine Anamneseerhebung.

2.3 Studienablauf

Die Studiendauer betrug insgesamt 200 Tage. Nach einer zweiwochigen sog. Run-in-
Phase, in der die Probanden auf karotinhaltige Lebensmittel verzichteten und ihre
personliche MED mithilfe einer Lichttreppe ermittelt wurde (siche Kapitel 2.4), wurden
bei allen Probanden die hautphysiologischen Parameter erhoben und eine Blutprobe
entnommen. Daraufhin wurde bei jedem Studienteilnehmer sowohl eine Bestrahlung
mit dem Sonnensimulator als auch eine UVA1-Bestrahlung durchgefiihrt (siehe Kapitel
2.4). 24 Stunden nach der Bestrahlung wurde in den bestrahlten Arealen mit einem
Chromameter die Hautrétung gemessen (siehe Kapitel 2.7.3). Anschliefend wurden
aus den beiden bestrahlten wie auch aus einem unbestrahlten Referenzareal je eine
im Durchmesser 6 mm grofie Hautstanze entnommen (siehe Kapitel 2.6). Im Anschluss
wurden die Probanden einer der Gruppen A-D randomisiert zugeteilt (siche Kapitel
2.1).

Nach zwolf Wochen der Kapseleinnahme wurden erneut die hautphysiologischen Pa-
rameter bestimmt und eine Blutprobe entnommen. Es erfolgte eine erneute Bestrahlung
und nach 24 Stunden die colorimetrische Messung und die Gewebeprobenentnahme. In
der anschliefenden sog. Auswaschphase von zwei Wochen erhielten die Probanden keine
Testprodukte.

Darauthin wurde ein sog. Cross Over der Probandengruppen durchgefiihrt, d.h. die
Probanden, die ein Placeboprodukt erhalten hatten, bekamen ein Nahrungsergénzungs-
mittel und umgekehrt. In den anschlielenden zwolf Wochen wurde die Studie wie oben
beschrieben fortgesetzt.

Zum Abschluss des zweiten Teils der Studie wurden nochmals die Hautparameter

erhoben und Blut entnommen, die Bestrahlungen durchgefithrt und nach 24 Stunden
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2. MATERIAL UND METHODEN 2.4 Induktion des Erythems

die Areale colorimetrisch gemessen und erneut drei Gewebeproben gewonnen.

Der Ablauf der Studie ist in den Tabellen 2.2 und 2.3 zusammengefasst.

2.4 Induktion des Erythems

Die Probanden wurden zu drei Zeitpunkten im Verlauf der Studie an jeweils unter-
schiedlichen Arealen bestrahlt. Die beiden Bestrahlungsareale umfassten jeweils ein
4x4 cm grofles Quadrat im oberen oder seitlichen Geséfibereich. Die umliegende Haut
wurde abgedeckt. Als Bestrahlungsgerét fiir die UVA1-Bestrahlung diente das Teilkor-
perbestrahlungsgerit Sellamed Typ 2000 der Firma Sellas Medizinische Gerédte GmbH,
Ennepetal. Das Bestrahlungsspektrum lag in einem Emissionsbereich von 340-400 nm
(Schmalspektrum-UVA = UVA1) mit einer Spitze von 360-380 nm. Dieser Emissions-
bereich enthélt keine UVB-Strahlung. Als Sonnensimulator diente das Gerat Solarsi-
mulator SPF 601-300W Multiport der Firma Dr. K. Honle GmbH, Miinchen.

Eine UV-Bestrahlung der Haut fiihrt ab einer Schwellendosis zu einem Erythem,
die fiir jeden Menschen individuell verschieden ist und als minimale Erythemdosis
(MED) bezeichnet wird. Daher wurde bei jedem Studienteilnehmer zu Beginn der
Studie die personliche MED mittels einer sog. Lichttreppe bestimmt. Hierbei werden
sechs verschiedene Areale im Gesédfbereich mit unterschiedlichen Dosierungen von 17,6
bis 100mJ/cm? bestrahlt. Die individuelle MED ergibt sich aus der geringsten Be-
strahlungsdosis, die ein sichtbares Erythem auslost. Wéahrend der Studie wurde das
Erythem anschlieffend durch die 1,5-fache MED induziert. Die zur Erytheminduktion
benétigten Dosen lagen zwischen 26,4 und 150 m.J /cm? mit einer gemittelten Dosis von
etwa 65,4mJ/cm?.

Fiir die UVA1-Bestrahlung wurden die Probanden in dem 4x4 cm groflien Hauta-
real am Gesifl mit einer UVA1-Dosis von 100J/cm? in einer Dauer von 45 Minu-
ten bestrahlt. In dieser Zeit wurde mit einem UV-Meter regelméfig tiberpriift, dass
die Dosis nicht iiberschritten wird. Die Differenz des chromatometrisch festgestellten
Rotungswertes vor und 24 Stunden nach der Bestrahlung ergab den Aa*-Wert als In-

dikator fiir das Ausmaf des Erythems (siehe Kapitel 2.7.3).
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2. MATERIAL UND METHODEN 2.4 Induktion des Erythems

Studientag Ablauf
Tag 01 Einschluss in das Projekt
Beginn der Run-in-Phase
Einteilung in die Placebo-/Verumgruppen
Tag 14 MED-Ermittlung mittels Lichttreppe
Tag 15 Ende der Run-in-Phase
Blutentnahme
Ermittlung der hautphysiologischen Parameter
MED-Ablesung
Colorimetrie der Testfelder
Bestrahlung mit Solarsimulator und UVA1 am Gesaf3
Tag 16 Colometrische Messung der bestrahlten Hautareale
Entnahme der Gewebeproben
Beginn der Einnahme des Nahrun-
gerginzungsmittels/Placebopriparates
Tag 100 Blutentnahme
Ermittlung der hautphysiologischen Parameter
Colorimetrie
Bestrahlung mit Solarsimulator und UVA1 am Gesaf
Tag 101 Colometrische Messung der bestrahlten Hautareale
Entnahme der Gewebeproben
Ende der Einnahme des Nahrun-
gerginzungsmittels/Placebopriparates
Beginn der Auswaschphase
Tag 115 Ende der Auswaschphase
Blutentnahme
Ermittlung der hautphysiologischen Parameter
Beginn der Einnahme des Nahrun-
gergédnzungsmittels/Placebopriparates nach Cross-
Over-Design
Tag 199 Blutentnahme
Ermittlung der hautphysiologischen Parameter
Colorimetrie
Bestrahlung mit Solarsimulator und UVA1 am Gesif3
Tag 200 Colometrische Messung der bestrahlten Hautareale

Entnahme der Gewebeproben
Ende der Einnahme der Testpriaparate
Ende des klinischen Teils der Studie

Tabelle 2.2: Studienablauf A

21



2. MATERIAL UND METHODEN 2.5 Bestimmung der Blutparameter

Studientag | 1| 14| 15|16 | 100 | 101 | 115 | 199 | 200
Aufklarung, Anamnese und Einschluss | X

Beginn Einnahme Kapseln/Cross Over X X
MED-Ermittlung X | X

Colormetrie X | X | X X X X
Bestrahlung UVA1 und Solarsimulator X X X
Probenentnahme PE X X X
Hautphysiologie X X X X
Blutentnahme X X X X

Tabelle 2.3: Studienablauf B

2.5 Bestimmung der Blutparameter

Die Blutabnahme erfolgte aus einer Vene im Bereich der Armbeuge. Es wurden je
Blutabnahmetermin zwei Serumrdhrchen zu je 7,5ml entnommen. Diese wurden an-
schlieffend ohne Zugabe von Antikoagulantien zentrifugiert und das Blutserum bis zur
weiteren Analyse bei -80°C eingefroren. Die Blutabnahmetermine fanden zeitgleich mit
den Terminen der hautphysiologischen Messungen statt. Den Probanden wurde dem-
nach viermal Blut abgenommen. Die Analyse wurde im Institut fiir Biochemie und
Molekularbiologie I der Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf durchgefiihrt.

Die Konzentrationen folgender Parameter im Blut wurden bestimmt:

Lycopin, Lutein, a-Carotin, 3-Carotin, Zeaxanthin, Cryptoxanthin, o-Tocopherol
und Retinol.

Das Hauptaugenmerk lag bei der Auswertung in Teil 1 auf die Lycopinkonzentra-
tion und in Teil 2 auf die Luteinkonzentration im Laufe der Studie. Diese stellen die
Hauptinhaltsstoffe der jeweiligen Nahrungsergdnzungsmittel-Kapseln dar und sind die
Parameter, deren Effekte in dieser Arbeit untersucht werden sollen.

Die Carotinoide wurden per HPLC (High Performance Liquid Chromatographie
= Hochleistungsfliissigkeitschromatographie) bestimmt. 68 Alle Arbeiten erfolgten im
abgedunkelten Raum.

Die Analyten wurden mit n-Hexan/Dichlormethan (5/1 v/v, 0,01 % Butylhydroxy-
toluen) als Losemittel aus dem Serum extrahiert. Die organische Phase wurde unter
Stickstoff ins Trockene eingedampft und anschlieend in Dichlormethan/mobile Phase

(1/10 v/v) ressupensiert.
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2. MATERIAL UND METHODEN 2.6 Gewebeproben

Fiir das Trennverfahren diente der HPLC-System-Manager HSM D-7000 (Merck-
Hitachi, Darmstadt) gekoppelt mit einer Merck-Hitachi L-7100 Pumpe und einem
Merck- Hitachi UV /VIS-Detektor. Als mobile Phase wurde Methanol/Acetonitril/Pro-
panol (54/44/2 v/v/v) eingesetzt und fiir die stationéire Phase die Trennséule (pKb-100,
250 x 4,6 mm,Supelco Bellefonte, PA) gekoppelt mit einer Vorsiule (4,6 x 4,6 mm?) be-
stehend aus derselben Phase. Die Flussrate wurde auf 1 ml/min festgesetzt.

Die Carotinoide wurden bei 450 nm detektiert. Retinol und «-Tocopherol wurden
zeitgleich extrahiert und detektiert, wobei der UV /VIS-Detektor auf 292nm gesetzt
war. % Die Berechnung der Konzentrationen der Parameter erfolgte mit externen Ka-

librierkurven definierter Standards, sowie einem internen Standard ((3-apo-8-carotenal).

2.6 Gewebeproben

An drei Terminen wurden jedem Probanden je drei Geweberpoben aus dem Geséfibereich
entnommen. Alle hatten einen Durchmesser von 6 mm. Unter lokaler Betdubung mit
Meavarin (®) 1% (Wirkstoff: Mepivacainhydrochlorid) wurde je eine Stanze aus einem
unbestrahlten, eine aus dem mit dem Sonnensimulator und eine aus dem mit UVA1
bestrahlten Areal gewonnen. Die erhaltenen Gewebeproben wurden geteilt und bis zur

weiteren Verarbeitung in fliissigem Stickstoff schockgefroren.

2.6.1 Bestimmung molekularer Marker

Die Analyse der Gewebeproben wurde im Labor I des Instituts fiir Umweltmedizini-
sche Forschung (IUF) der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf durchgefiihrt. Die in
Kapitel 1.3 beschriebenen molekularen Marker wurden durch eine real time RT-PCR
bestimmt.

Fiir die Isolation der RNA aus den gefrorenen Hautbiopsien werden diese in 600 ul
Lysepuffer des PeqGold Total RNA Kit (PeqLab, Erlangen) fiir drei Minuten bei 30 Hz
in einer MixerMill MM300 (Retsch, Haan) aufgeschlossen. Die RNA-Konzentration wird
photometrisch bei 260/280 nm (Biophotometer, Eppendorf AG, Hamburg) bestimmt.
Fiir die cDNA-Synthese wird ein Aliquot von 50 ng RNA eingesetzt. Die Reverse Tran-
skription erfolgt nach dem Protokoll fiir M-MLV RT (Invitrogen, Karlsruhe):

1. Denaturierung der RNA in Gegenwart von Primer und dNTP fiir fiinf Minuten
bei 65 °C.
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2. MATERIAL UND METHODEN 2.7 Messung der Hautparameter

Zeit Temperatur
10 min. 25°C
50 min. 37°C
15 min. 70°C
0 4°C

Tabelle 2.4: cDNA-Synthese

2. ¢cDNA-Synthese nach Protokoll in Tabelle 2.4.

Die PCR-Reaktionen werden in einem Opticon 1 (MJ Research, Waltham, MA,
USA) unter Nutzung des Sybr QPCR Supermix w. Rox (Invitrogen, Karlsruhe) durch-
gefiihrt. Fiir jedes Gen wurde ein spezifisches Primerpaar mit der Software Primer
Express TM 2.0 (Applied Biosystems, Darmstadt) erstellt, vgl. Tabelle 2.5.

In Doppelproben werden die Hautbiopsien iiber 45 bis 50 Zyklen mit dem entspre-
chenden Primer analysiert. Hierbei wird wie in Tabelle 2.6 vorgegangen. Als interner
Standard wird das Haushaltsgen 185 rRNA zur Konzentrationskontrolle der erstellten
Proben verwendet, dessen Expression idealerweise keine Verdnderungen im Laufe der
Studie zeigen sollte.

Die Schwankungsbreite (Standardabweichung) der Doppelbestimmungen lag bei
0,72 %, was dem Bereich anderer Studien mit Werten zwischen 0% und 5% ent-
spricht. ™ Zum Vergleich der relativen Gen-Expression in den Kontroll- und behandel-

ten Biopsien wird die Berechnung mit der 2"22CT-Methode verwendet. (80!

2.7 Messung der Hautparameter

Die Hautparameter TEWL, Elastizitéit und Hautfiarbung wurden jeweils an der Unter-

arminnenseite links ermittelt.

2.7.1 Transepidermaler Wasserverlust (TEWL), Tewameter TM 300
(Courage&Khazaka, Koln)

Fiir die Messung der passiven Diffusion von Wasser durch die Haut wird die Bestim-
mung des TEWL verwendet. Hiermit kann die Funktion der Hautbarriere bestimmt

werden. (81]
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2. MATERIAL UND METHODEN 2.7 Messung der Hautparameter

Gen ‘ Primerpaar Referenz
188 rRNA 5-GCCGCTAGAGGTGAAATTCTTC-3'
(Haushaltsgen) | 5-CATTCTTGGCAAATGCTTTCG-3 7o
HO-1 5-CTGCGTTCCTGCTCAACATC-3'
5-GCAGAATCTTGCACTTTGTTGCT-3 7]
ICAM-1 5-CCTGGCACCCAGCACAAT-3'
5-GCCGATCCACACGGAGTACT-3' 72
1 5-TGTATGTGACTGCCCAAGATGAA-3
5-ACTACCTGTGATGGTTTTGGTATC-3 |
116 5-AGCCGCCCCACACAGA-3
5-COGTCGAGGATGTACCGAAT-3 74
MMP-1 5-GGGAGATCATCCGGGACAACTC-3
5-GGGCCTGGTTGAAAAGCAT-3’ 175
TIMP-1 5-TCGTGGCTCCCTGGAACA-3
5-CCAACAGTGTAGGTCTTGGTGAAG-3 |
Col-1A1 5-CCTGOGTGTACCCCACTGA-3
5-ACCAGACATGCCTGTTGTCCTT-3 7
Col-1A2 5-GATTGAGACCCTTCTTACTCCTGAA-3
5-GGGTCGCTGAGTCTCAAGTCA-3' 78

Tabelle 2.5: Gene und Primer der real time RT-PCR

Zeit Temperatur
15 min. 94°C Aktivierung der Tag-Polymerase
20 sek. 95°C Denaturierung
20 sek. 55°C Primerhybridisierung
30 sek. 72°C Elongation

Tabelle 2.6: PCR-Schema
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2. MATERIAL UND METHODEN 2.7 Messung der Hautparameter

Die Messung beruht auf dem Fick “schen Diffusionsgesetz. Hierbei gilt:

dm _ 1y A de
G =-D-A-&

A = Oberfliche [m?]

m = transportiertes Wasser [g]

t = Zeit [h]

D = Diffusionskonstante ( = 0.0877 g/(m*h*mmHg))

¢ = Wasserdampfdruck der Luft [mmHg]

x = Entfernung der Hautoberfliche zum Messpunkt [m)]

Der Diffusionsstrom dm/dt gibt an, wie viel Wasser pro Zeiteinheit und Fliche
transportiert wird. Er ist proportional zur Fliche A und dem Dichtegradienten dc/dx.
D steht fiir den Diffusionskoeffizienten von Wasserdampf in Luft.

Bei der TEWL-Messung tritt das von der Hautoberfliche verdunstete Wasser durch
eine auf die Haut gelegte Sonde aus. Der dabei zwischen Haut und umgebender Luft
entstehende Dichtegradient wird durch zwei im Messzylinder befindliche Sensorenpaare
gemessen, die sich in unterschiedlichem Abstand zur Haut befinden. Das Gefille des
Partialdrucks zwischen den beiden Sensoren ist direkt proportional zum Verdunstungs-
grad, so dass der TEWL in g/hm? berechnet werden kann. Dariiberhinaus kann iiber
Temperatursonden die Hauttemperatur anndhernd bestimmt werden.

Der Messkopf der Sonde befindet sich in einem Hohlzylinder. So kénnen die Luft-
turbulenzen in der Sonde gering gehalten werden, vgl. Abbildung 2.1.

zylinderformiger Sondenkopf
Feuchtesensoren

TE‘]IlpEfB[lKBEﬂSOTEﬂ

Hanat

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung einer TEWL-Sonde (Abbildung nach[8?])

Der TEWL ist stark von der Intaktheit des Stratum corneums abhéngig. Der Grad
der Hautbarriereschidigung lésst sich mit dem TEWL-Wert erfassen. Geschidigte Haut
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2. MATERIAL UND METHODEN 2.7 Messung der Hautparameter

ist durchléssiger fiir Wasser, der TEWL steigt an. Die Messung des TEWL stellt eine
objektive Untersuchungsmethode fiir geschidigte Haut dar.®3 Ein Messwert von 0
bis 15g/hm? wird als ,,sehr gesunder Hautzustand“ interpretiert, 10 bis 15g/hm? als
,gesunder Hautzustand“, 15 bis 25 g¢/hm? als ,normaler Hautzustand® , 25 bis 30 g/hm?
als ,,belastete Haut“ und Werte iiber 30 g/hm? als , kritischer Hautzustand*. [82]

2.7.2 Elastizitit (Cutometrie), Cutometer MPA 580 (Courage&Kha-
zaka, K6ln)

Das Cutometer ist ein Gerdt zur Messung der Elastizitédt der obersten Hautschicht.
Hierbei wird unter Anwendung von Unterdruck die Fahigkeit der Haut bestimmt, sich
diesem Druck zu widersetzen und ihre Fahigkeit nach Wegfall des Drucks wieder in
den urspriinglichen Zustand iiberzugehen. Die Elastizitdt wird beeinflusst durch den
Wassergehalt der Haut sowie dem Anteil an elastischen und Kollagen-Fasern. ¥

Zuniichst wird in dem Geriit wihrend der Ansaugphase ein Unterdruck erzeugt. [
Durch den Unterdruck wird die zu messende Hautstelle in die 2mm im Durchmesser
grofie Offnung der Sonde gezogen. Das optische Messystem besteht aus einem Licht-
sender und einem Lichtempfianger sowie zwei sich gegeniiberliegenden Glasprismen, die
das Licht vom Sender zum Empfianger leiten. Das optische System misst die Abnahme
der Lichtintensitdt in Abhdngigkeit von der Einsaughthe der Haut. Die Einsaughthe
ist proportional zur Hautelastizitdt. Abhéngig von der Elastizitdt der Haut kommt es
bereits vor Beginn der Messung durch das Aufdriicken der Sonde zu einem minimalen
Eindringen der Haut in die Offnung. Diese individuell unterschiedliche Eindringtiefe
der Haut in die Sondenoffnung wird durch ein optisches Messsystem erfasst und als
korrigierter Nullpunkt bestimmt.

Bei vorliegender Studie wurde im Messmodus 1 gemessen. Bei diesem Messmodus
wird die Haut wihrend der Messzeit mit konstantem Unterdruck in die Messsonde
gezogen. Anschlieflend wird der Unterdruck abgeschaltet und die Haut kann in die
urspriingliche Form zuriickkehren. Die Abbildung 2.2 zeigt die viskoelastische Beschaf-
fenheit der Haut. Hierbei gilt:

Uf = max. Deformation der Haut

Ue = elastische Komponente (steiler Anstieg) der Deformation

Uv = plastische Komponente (flacher Anstieg) der Deformation

Ua = max. Riickbildung der Haut
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2. MATERIAL UND METHODEN 2.7 Messung der Hautparameter

Ur = elastische Komponente (steiler Abfall) der Riickbildung
R = fehlende Riickbildung nach 10 Sekunden

Deformation (mm)
e 00000 o 0o =

. U L] T T L] L] T L) L L) 1
Time (s)

Abbildung 2.2: Kurve eines viskoelastischen Materials wihrend der Ansaugphase
(bis Sekunde 5) und der Relaxationsphase (Sekunde 5 bis 10)

Im Gegensatz zu einer Kurve eines vollelastischen Materials ist festzustellen, dass
die Kurve der Haut sowohl in der Ansaug- als auch in der Relaxationsphase aus zwei
Teilen besteht. So ldsst sich der erste Teil der Ansaugphase als fast senkrechter Anstieg
der Kurve erkennen, im zweiten Teil flacht die Kurve immer mehr ab, bis sie zum Ende
der Ansaugphase ihre maximale Auslenkung erreicht hat.

Der erste Teil der Kurve wird als elastischer Anteil Ue angesehen. Ue ergibt sich
aus Ue = Uf — Uv. Ue wird ungefiihr nach einer Ansaugzeit von 0,1 Sekunden erreicht.
Der zweite, sich abflachende Teil der Kurve bezeichnet den plastischen Anteil Uv der
Haut. Je élter die Haut, desto hoher ist Uv, desto plastischer (weniger elastisch) ist die
Haut. Die maximale Amplitude Uf der Kurve ergibt sich aus: Uf = Ue + Uv.

Die Kurve der Relaxationsphase gliedert sich ebenfalls in zwei Teile: der senkrecht
abfallende elastische Anteil Ur und der sich gegen Null abflachende plastische Teil
Ua — Ur. Bei einer sehr jungen elastischen Haut sind die Strecken Ur und Uf fast
identisch, bei einer &dlteren Haut ist Ur deutlich kiirzer.

Die Bruttoelastizitit der Haut wird aus dem Verhéltnis zwischen maximaler Am-

plitude Uf und der F#higkeit zur Riickbildung Ua berechnet:

Ua

Bruttoelastizitiat = O
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Uf = Maximale Amplitude wahrend der Ansaugphase

Ua = Maximale Amplitude wihrend der Relaxationsphase

Sind die maximalen Amplituden von Ansaug- und Relaxationsphase identisch, so
betrigt die Bruttoelastizitit 100 %. Der bei dieser Studie verwendete Cutometer-Wert
R2 (durch den Hersteller u.a. empfohlen [85] ) betrdgt dabei 1. Je nidher R2 an 1 ist,

desto elastischer ist demnach die Haut. 2]

2.7.3 Hautfarbe (Colorimetrie), Chromameter CR 300 (Minolta, Osa-
ka, Japan)

Zur Messung der Stérke der Erythembildung nach Bestrahlung wurde das Chromameter
CR 300 verwendet.

Das Chromameter besteht aus einem Messgeridt und einem Computer fiir die Da-
tenerstellung. Es imitiert iiber die Erkennung der Farben rot, griin und blau das

[86]

menschliche Auge. Das Messgerét beinhaltet eine polychromatische Xenon-Lampe,

die den zu untersuchenden Bereich in der Gréfle von 8 mm (Durchmesser) mit dem kom-

87 Des weiteren befinden sich sechs Silikon-

pletten sichtbaren Spektrum beleuchtet.
Photozellen, drei zur Messung des Senders und drei zur Messung des reflektierten Lichts,
in dem Messgerédt. Die Photozellen wandeln das empfangene Licht mit Wellenlingen
von 450, 560, und 600 nm in Strom um, dessen Stérke proportional zur Helligkeit ist.
Der erzeugte Strom wird in ein digitales Signal konvertiert, welches der Computer in
einen bestimmten Spektralwert umwandelt. Hierzu wird das sog. CIELAB System mit
den Werten L* a* und b* benutzt. Vor Nutzung des Gerites wird dieses mit einer
Referenzfarbe (weiB) kalibriert (wird von der Firma mitgeliefert). 58]

Nach dem CIELAB (Commission Internationale de I’Eclairage) -System beschrei-
ben die drei Werte L*, a* und b* einen dreidimensionalen Raum, in dem jede Farbe eine
eigene Position einnimmt, durch die Werte (hier L*, a*  b*) des kartesischen Koordina-
tensystems definiert. Zur Veranschaulichung dient Abbildung 2.3. Die vom Computer
berechneten Spektralwerte kénnen iiber bestimmte Formeln in das CIELAB-System
umgerechnet werden. (58]

Der L*-Wert ( = luminance (Helligkeit)) beschreibt die Helligkeit der Oberfliche
von totalem Schwarz (Wert = 0) zu reinem Weif§ (Wert = 100). Die Rot-Griin-Achse

wird durch den a*-Wert ausgedriickt, der sich von 460, rote Oberfléiche, zu -60, griine

29



2. MATERIAL UND METHODEN 2.7 Messung der Hautparameter

Abbildung 2.3: Darstellung des L*, a*, b*, Farbsystems. Im Zentrum sind die Spek-
tralfarben zu gleichen Anteilen gemischt, es entsteht ein grauer Farbton. (Bedienungs-
anleitung Minolta Chromameter CR-200)

Oberfldche, erstreckt. Der b*-Wert fiir die Gelb-Blau-Achse reicht von +60, gelbe Ober-
fliiche, bis zu -60, blaue Oberfliche. 89

Der direkte Vergleich zweier Farben wird {iber folgende Formel berechnet:

AE* = \/(ALF)? + (Aa¥)? + (AD¥)?2

Ein AE* von 1 ist im Mittel ein vom Auge gerade wahrnehmbarer Farbunter-
schied. AE* sollte demnach im Laufe der Studie bzw. unter Einnahme der Nahrungs-
erganzungsmittel geringer werden und so einen kleineren Farbunterschied der Hautfarbe
vor und nach Bestrahlung darstellen.

Da der a*-Wert die Rotung der Haut darstellt, wird dieser zur Messung der Ery-
thembildung nach Bestrahlung benutzt. Zum Vergleich vor und nach Bestrahlung wird
Aa* herangezogen, was die Zunahme des Rotanteils, also die Erythembildung be-
schreibt. 86187 Um eine Verringerung der Stirke der Erythembildung, also im Grun-
de des Entstehens eines Sonnenbrandes, anzuzeigen, sollte Aa*, d.h. die Differenz der
Rotung der Haut vor, zur Rétung nach Bestrahlung unter der Einnahme des Nahrungs-

ergidnzungsmittels kleiner werden.
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Als weiterer Vergleich wird der sog. ITA®-Wert berechnet. Er beinhaltet die Werte

von L* und b* und setzt sich aus folgender Formel zusammen:

ITA°= arctan (L*_50) . 180

b* T

Werte kleiner 10° charakterisieren eine stark pigmentierte Haut, Werte von 10°-28°
eine pigmentierte (dunkle) Haut, 28°-41° eine Haut mittlerer Farbe, 41°-55° eine helle
und Werte iiber 55° eine sehr helle Haut.

2.8 Statistik

Zur statistischen Auswertung der Studie wurde das Software-Programm Microsoft Of-
fice Excel 2003 (Excel 11.0) verwendet (Microsoft Corp., Unterschleilheim, Germany).
Abhéngige Proben wurden mit dem zweiseitigen, gepaarten Studentschen t-Test fiir
abhéngige Variablen getestet. Unterschiede wurden als signifikant bezeichnet, wenn
das alpha-Niveau p<0,05 betrug. Alle Daten wurden als Mittelwerte £SD (Standard-
abweichung) bzw. £SE (Standard Error) angegeben. Die Auswertung der molekularen
Marker erfolgte mit dem Wilcoxon Signed Rank Test mit einer Signifikanz von p<0,05
bzw. p<0,01.

Die Grafiken wurden mit dem Programm SigmaPlot 10.0 (Systat Software, Inc.
SigmaPlot for Windows) erstellt. Hierbei stellen die Fehlerbalken den jeweiligen SE-
Wert dar.

Fiir die Berechnung der Korrelationen zwischen Lycopin bzw. Lutein und den mo-

lekularen Markern wurde das Programm PASW Statistics 18 (SPSS Inc.) verwendet.
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Ergebnisse Teil 1 Lycopin

Die allgemeinen Charakteristika der beiden Treatment Groups A und B sind in Tabelle
3.1 gezeigt.

3.1.1 Compliance

Die Studie war aufgeteilt in vier Phasen. Nach einer beginnenden Auswaschphase
(Wash-out) von zwei Wochen nahmen die Probanden tiber zwolf Wochen als Nahrungs-
erganzungsmittel das Carotin Lycopin, sog. aktive Phase, bzw. das Placebopréiparat ein.
Daran schloss sich eine weitere Auswaschphase von zwei Wochen an. Die Studie endete
nach einer zweiten zwolfwochigen Lycopin- bzw. Placeboeinnahme-Phase (siehe auch
Kapitel 2.3).

Die Zeitraume der einzelnen Phasen konnten trotz privater Ferien der Probanden
und Schulferien mit einer medianen Lénge der Auswaschphasen von 14 bis 16 Tagen
und der Einnahmephasen von 84 bis 85 Tagen Dauer eingehalten werden, vgl. Tabellen

3.2 und 3.3.

Hauttyp Alter Geschlecht
IT IT1 <40 | >40 | m w
TG A 7 8 6 9 14 1
TG B 11 3 6 8 11 3

Tabelle 3.1: Charakteristika der TG A und B
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3.1 Ergebnisse Teil 1 Lycopin

Wash-out I A | Wash-out I B | Wash-out II A | Wash-out II B
[Tage] [Tage] [Tage] [Tage]
n 15 14 15 14
min 14 11 11 11
max 20 23 20 16
mean 16,00 16,79 14,80 13,79
median 15 16 14 14
SD 2,14 2,99 2,08 1,58
Tabelle 3.2: Linge der Auswaschphasen in TG A und B
Phase I A | Phase I B | Phase IT A | Phase II B
[Tage] [Tage] [Tage] [Tage]
n 15 14 15 14
min 76 76 78 79
max 86 91 104 104
mean 83,47 84,36 85,33 85,07
median 84 84 85 84
SD 2,29 4,22 6,16 6,09

Tabelle 3.3: Linge der Einnahmephasen in TG A und B
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3.1 Ergebnisse Teil 1 Lycopin

Compliance | Compliance | Compliance | Compliance | Compliance | Compliance
IA&B [%] TA [%] I B [%)] II A & B [%] IT A [%] I B [%)]
n 26 12 14 25 13 12
min 59 84 59 81 89 81
max 114 106 114 110 110 104
mean 96,39 96,39 96,40 98,05 98,98 97,04
median 97,06 97,06 98,38 98,58 99,13 97,79
SD 10,44 6,04 13,36 5,72 5,84 5,66

Tabelle 3.4: Compliance in TG A und B

3.1.1.1 Messung der Compliance anhand der Kapselmenge

Die drei Behélter, die die Probanden zu Beginn jeder Behandlungsphase erhielten,
fassten je 130 Kapseln. Die Probanden nahmen zweimal téglich zwei Kapseln ein. Die
Compliance konnte aus der berechneten Einnahmedauer und der zuriickgegebenen Kap-
selmenge errechnet werden (siehe auch Kapitel 3.2.1.1). Fiir fiinf Probanden konnte die
Compliance so nicht bestimmt werden, da sie ihre restlichen Kapseln nicht zuriickgaben.

Die durchschnittliche Compliance der Probanden lag hierbei bei 96-99 %, was in

Tabelle 3.4 zusammengefasst dargestellt ist.

3.1.1.2 Compliance anhand der Blutwerte

Der Verlauf des Lycopin-Serumspiegels ist in Abbildung 3.1 zu sehen. Treatment Group
A zeigt im Mittelwert unter Einnahme des Nahrungsergénzungsmittels, welches neben
1 mg Tocopherol und 0,15 mg 8-Carotin vor allem Lycopin (4,8 mg) enthilt, eine Zu-
nahme von 0,5 £0,3 nmol/ml an Tag 15 auf 1 +0,2nmol/ml an Tag 100, was mehr als
eine Verdopplung (205 % des Ausgangswertes) darstellt. Nach Absetzen der Einnahme
der Lycopin-Kapseln fiillt der Spiegel rasch wieder iiber 0,7 £0,2nmol/ml an Tag 115
auf 0,5 £0,3 nmol/ml an Tag 199 und erreicht so mit 109 % des Ausgangswertes knapp
diesen.

Deutliche statistische Signifikanzen zeigen sich mit p<7*10"" zwischen Tag 15 und
Tag 100. Ebenso wird mit p<2*107® zwischen Tag 100 und Tag 199 die Abnahme
des Lycopinspiegels im Serum deutlich. Wie erwartet ergibt sich keine statistisch si-
gnifikante Verinderung zwischen Tag 15 und Tag 199 (p = 0,5). Jedoch zeigt sich

im Bereich der Analyse des Lycopingehaltes unter Einnahme von Lycopin als Nah-
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3. ERGEBNISSE 3.1 Ergebnisse Teil 1 Lycopin

rungserginzungsmittel, dass eine Auswaschphase von zwei Wochen (zwischen Tag 100
und Tag 115) nicht ausreicht, um den Lycopinspiegel wieder entsprechend zu senken
(p=0,001 zwischen Tag 15 und Tag 115, erwartet wire eine groflere Annéherung beider
Werte). Erst die ,erweiterte“ Auswaschphase wihrend der Placeboeinnahme im zwei-
ten Abschnitt der Studie mit einer Dauer von 99 Tagen lédsst den Lycopingehalt im
Serum wieder auf den Ausgangswert sinken.

TG B zeigt nach Austausch des Placebos zu den lycopinhaltigen Kapseln ebenfalls
einen starken Anstieg des Lycopin-Serumspiegels, wobei der Spiegel unter Placebo-
einnahme konstant bleibt. Die Probanden hielten sich demnach an die vorgeschriebe-
ne Kapseleinnahme und die empfohlenen Erndhrungsgewohnheiten. Andere untersuch-
te Blutparameter wie alpha- und beta-Carotin, Retinol und Zeaxanthin zeigen keine

Verédnderungen im Laufe der Studie, vgl. als Beispiel Abbildung 3.2.
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Abbildung 3.1: Entwicklung des Lycopin-Serumspiegels von TG A und B {iber die

Studiendauer

Bei Betrachtung einzelner Probanden wurden sog. Non-Responder identifiziert, die
unter Lycopineinnahme keinen oder einen nur sehr geringen Anstieg des Lycopin-
Serumspiegels zeigten. Diese wurden bei der folgenden Auswertung probehalber ausge-
schlossen, um eventuelle Verfilschungen aufzudecken. Dies betraf in den TG A drei, in
TG B keinen Probanden.
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Abbildung 3.2: Entwicklung des o-Carotin-Serumspiegels von TG A und B iiber die
Studiendauer

3.1.2 Expression molekularer Marker fiir UV-induzierte Schiden

Mehrere molekulare Marker fiir unterschiedliche Parameter der Hautreaktion auf UV-
Exposition wurden in Biopsien der Haut durch reverse RT-PCR bestimmt.

Eine unbestrahlte Kontrollbiopsie wurde zeitgleich zu den beiden bestrahlten Biop-
sien entnommen und analysiert. Die Expression der mRNA der Marker wird als x-fache
Induktion im Verhiltnis zur Kontrollbiopsie angegeben, deren Expressionslevel gleich 1
gesetzt wurde. Dadurch wird die Anschauung der Ergebnisse vereinfacht und gleichzei-
tig verdeutlicht, dass die Zellen tatséichlich auf die UV-Bestrahlung mit einer erhéhten
Expression der untersuchten molekularen Marker reagieren.

Fiir die statistische Auswertung wurde der Wilcoxon Signed Rank Test verwendet.
Die waagrechten Linien markieren die miteinander verglichenen Balken. Hierbei gilt
(Abbildungen 3.3 bis 3.18): * p<0,05, ** p<0,01 gegeniiber unbehandelter Kontrollbi-
opsie; + p<0,05, ++ p<0,01 gegeniiber behandelter Biopsie; ns = nicht signifikant.
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3.1.2.1 MMP-1

Die Abbildungen 3.3 und 3.4 zeigen die Expression der mRNA von MMP-1 im Laufe
der Studie in TG A und B. Deutlich zu sehen ist die Abnahme der Expression unter
Lycopineinnahme sowohl in TG A (Tag 101) als auch in TG B (Tag 200) auf zur Kon-
trollbiopsie nicht signifikant unterschiedliche Werte. In TG A nimmt anschlieflend die
Expression wieder zu, in TG B ist in der ersten Studienhélfte unter Placeboeinnahme
keine Anderung der Expression zu sehen. Auffillig ist ebenfalls, dass vor allem die Ex-
pression nach UVA /UVB-Bestrahlung steigt, weniger stark reagiert die Zelle auf reine
UVA1-Bestrahlung.
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Abbildung 3.3: Entwicklung der MMP-1 mRNA Expression nach UVAIl- und
UVA/UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Lycopineinnahme (Day 101) und
nach Placeboeinnahme (Day 200) in TG A

3.1.2.2 ICAM-1

Wie auch die Expression der mRNA von MMP-1 verhilt sich die Expression der ICAM-
1 mRNA, wie in den Abbildungen 3.5 und 3.6 zu sehen ist. Zu Beginn steigt die Ex-
pression in TG A nach UVA/UVB-Bestrahlung auf ca. das dreifache und nach UVA1-

Bestrahlung auf ca. das 1,5fache im Vergleich zur Kontrollbiospie. Unter Lycopinein-
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Abbildung 3.4: Entwicklung der MMP-1 mRNA Expression nach UVAIl- und
UVA /UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Placeboeinnahme (Day 101) und
nach Lycopineinnahme (Day 200) in TG B

nahme sinkt die Expression in TG A, um wéhrend der anschlieBenden Placebophase
wieder auf nahezu die Ausgangswerte anzusteigen. In TG B sind unter Placeboeinnah-
me keine Anderungen zu sehen. In der aktiven Phase sinkt die Expression auf Werte

vergleichbar mit der unbestrahlten Kontrollbiospie.

3.1.2.3 HO-1

Die Expression der mRNA fiir das Enzym HO-1 verhélt sich analog zu den beiden
zuvor genannten Markern. Unter Lycopineinnahme fillt sie in beiden TGs auf Werte
im Niveau der Kontrollbiopsie ab, was nicht unter Placeboeinnahme zu sehen ist, vgl.

Abbildungen 3.7 und 3.8.

3.1.2.4 Coll1A1-1 und Coll1A2-1

Die Abbildungen 3.9, 3.10, 3.11 und 3.12 zeigen die Expression der beiden Gene Col-1A1
und Col-1A2. Erwartet wird eine Unterdriickung der Expression durch UV-Strahlung.

Dies ist hier nicht der Fall, sodass auch kein Effekt von Lycopin bestimmt werden kann.
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Abbildung 3.5: Entwicklung der ICAM-1 mRNA Expression nach UVA1l- und

UVA /UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Lycopineinnahme (Day 101) und
nach Placeboeinnahme (Day 200) in TG A
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Abbildung 3.6: Entwicklung der ICAM-1 mRNA Expression nach UVA1l- und

UVA/UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Placeboeinnahme (Day 101) und
nach Lycopineinnahme (Day 200) in TG B
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Abbildung 3.7: Entwicklung der HO-1 mRNA Expression nach UVAl- und
UVA /UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Lycopineinnahme (Day 101) und
nach Placeboeinnahme (Day 200) in TG A

++

++

*x

++

ns

w
>
@

HO-1/718 STRNA

++

*
*

[N}
*
*

g
]

*
*

ns

*

]
j

o
Uig

UV‘VUVE

KO’""O//G

Uyg

U VA/UVB
KO"tro//e
Uyg
UV‘VUVE

Day 16

Day 101 Day 200

Abbildung 3.8: Entwicklung der HO-1 mRNA Expression nach UVAl- und
UVA /UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Placeboeinnahme (Day 101) und
nach Lycopineinnahme (Day 200) in TG B
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Abbildung 3.9: Entwicklung der Col-1A1 mRNA Expression nach UVA1- und

UVA /UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Lycopineinnahme (Day 101) und
nach Placeboeinnahme (Day 200) in TG A
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Abbildung 3.10: Entwicklung der Col-1A1 mRNA Expression nach UVA1l- und

UVA/UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Placeboeinnahme (Day 101) und
nach Lycopineinnahme (Day 200) in TG B
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Abbildung 3.11: Entwicklung der Col-1A2 mRNA Expression nach UVAl- und

UVA/UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Lycopineinnahme (Day 101) und
nach Placeboeinnahme (Day 200) in TG A
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Abbildung 3.12: Entwicklung der Col-1A2 mRNA Expression nach UVA1- und

UVA/UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Placeboeinnahme (Day 101) und
nach Lycopineinnahme (Day 200) in TG B
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3.1.2.5 TIMP-1
Die Expression der TIMP-1 mRNA steigt unter UVA1- und noch mehr unter UVA /UVB-

Bestrahlung an, zeigt jedoch keine signifikanten Anderungen weder unter Lycopin- noch

unter Placeboeinnahme, vgl. Abbildungen 3.13 und 3.14.
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Abbildung 3.13: Entwicklung der TIMP-1 mRNA Expression nach UVA1l- und
UVA /UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Lycopineinnahme (Day 101) und
nach Placeboeinnahme (Day 200) in TG A

3.1.2.6 IL-1 und IL-6
Weder fiir IL-1 noch fiir IL-6 kénnen Effekte der Lycopineinnahme beobachtet werden,
wie die Abbildungen 3.15, 3.16, 3.17 und 3.18 verdeutlichen.

3.1.2.7 Korrelation der Blutwerte mit der Expression der molekularen
Marker

Um die Beziehung zwischen der Lycopineinnahme und der Expression der molekularen
Marker deutlicher zu zeigen, sind in den Tabellen 3.5 und 3.6 die Korrelationen zwischen

dem Lycopin-Serumspiegel und der Expressionsstiarke einiger molekularer Marker zu

sehen.
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Abbildung 3.14: Entwicklung der TIMP-1 mRNA Expression nach UVA1l- und

UVA /UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Placeboeinnahme (Day 101) und
nach Lycopineinnahme (Day 200) in TG B

ns

ns ns

ns

ns *%

ns

*x
*
*x

N
1

*k
*k

IL-1/18 STRNA

KOnf,.O e
Uyg
UV"VUVB
KOnfrO e
Uyg
U VA/UVB
Kontropg
Uyg
UVA/UVB

Day 200

Day 16 Day 101

Abbildung 3.15: Entwicklung der IL-1 mRNA Expression nach UVAIl- und

UVA /UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Lycopineinnahme (Day 101) und
nach Placeboeinnahme (Day 200) in TG A
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Abbildung 3.16: Entwicklung der IL-1 mRNA Expression nach UVAIl- und

UVA /UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Placeboeinnahme (Day 101) und
nach Lycopineinnahme (Day 200) in TG B
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Abbildung 3.17: Entwicklung der IL-6 mRNA Expression nach UVAIl- und

UVA/UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Lycopineinnahme (Day 101) und
nach Placeboeinnahme (Day 200) in TG A
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Abbildung 3.18: Entwicklung der IL-6 mRNA Expression nach UVAIl- und
UVA /UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Placeboeinnahme (Day 101) und
nach Lycopineinnahme (Day 200) in TG B

Der Pearson-Korrelationskoeffizienz néhert sich dem Wert 1, je stirker zwei Werte
miteinander korrelieren. Dies ist bei UVA1-Bestrahlung vor allem bei MMP-1, ICAM-
1, HO-1 und Col1A1l-1 der Fall. Unter UVA/UVB-Bestrahlung korrelieren besonders
MMP-1, HO-1 und CollA1-1 positiv mit dem Lycopin-Serumspiegel. Die Korrelatio-

nen sind auf dem Niveau von 0,05 (*) signifikant, die Korrelationen vom Lycopin-

Serumspiegel mit Col1A1-1 sogar auf einem Niveau von 0,01 (**).

3.1.3 Veridnderungen der Hautparameter

Eingeschlossen wurden nur Probanden mit den Hauttypen nach Fitzpatrick Typ II

und IIT (siehe Tabelle 3.7). Kein Proband berichtete iiber Hautkrebserkrankungen und

andere Dermatologien aktuell und in der Vergangenheit.

3.1.3.1 Transepidermaler Wasserverlust (TEWL)

In der Gruppe A kann ein allgemeiner Trend erkannt werden, wie in Abbildung 3.19 zu
sehen ist. Der Durchschnittswert des TEWL nimmt im Laufe der Studiendauer erst ab

(aktive Phase) und steigt in der zweiten Studienhélfte nach dem Cross-Over (Einnahme

des Placebopriparates) wieder an.
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3.1 Ergebnisse Teil 1 Lycopin

MMP-1 MMP-1 ICAM-1 ICAM-1
UVA1 UVA/UVB | UVA1 UVA/UVB
Blut- n 6 6 6 6
Lycopin
Korrelation 0,876* 0,822* 0,892* 0,737
nach Pearson
Signifikanz 0,022 0,044 0,017 0,094
(2-seitig)

Tabelle 3.5: Korrelationen vom Lycopin-Serumspiegel mit MMP-1 und ICAM-1 in
TG A und B. **: Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant, *:

Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant

HO-1 HO-1 CollAl-1 CollAl-1
UVA1 UVA/UVB | UVA1 UVA/UVB
Blut- n 6 6 6 6
Lycopin
Korrelation 0,945%* 0,895%* 0,958** 0,956**
nach Pearson
Signifikanz 0,004 0,016 0,003 0,003
(2-seitig)

Tabelle 3.6: Korrelationen vom Lycopin-Serumspiegel mit HO-1 und Col1A1-1 in
TG A und B. **: Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant, *:
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3.1 Ergebnisse Teil 1 Lycopin

Hauttyp Hautfarbe Entwicklung von  Sonnen-
brand/Sonnenbréune
I sehr helle Haut, Sommer- | verbrennt praktisch immer/
sprossen, braunt praktisch nie
rote Haare, helle Augen
(keltischer Typ)
1I helle Haut, blonde Haare, hel- | verbrennt leicht/
le Augen braunt minimal
(skandinavischer Typ, Kauka-
sier)
111 hellbraune Haut, hellbraune | verbrennt gelegentlich/
bis braunt gut
dunkelbraune Haare,
helle oder braune Augen
v mittelbraune Haut, dunkle | verbrennt selten/
Haare, braunt sehr gut
dunkle Augen (mediterraner
Typ)
\Y% dunkelbraune Haut (asiati- | verbrennt sehr selten/
scher Typ, braunt sehr gut
Orientalen,  Lateinamerika-
ner)
VI schwarze Haut verbrennt extrem selten bis

(Afrikaner, Afroamerikaner)

gar nicht/

sehr dunkle Pigmentierung

Tabelle 3.7: Hauttypen I bis VI nach Fitzpatrick, ¥ S. 534
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In TG B kann diese Entwicklung des TEWL-Wertes unter Lycopin- bzw. Place-
boeinnahme nicht beobachtet werden. Es zeigen sich zu keinem Zeitpunkt der Studie

statistisch signifikante Unterschiede der Werte im Vergleich zum Anfangswert.
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Abbildung 3.19: Entwicklung des TEWL-Wertes von TG A und B in aktiver Phase
und bei Placeboeinnahme

Abbildung 3.20 zeigt den TEWL-Wert zu Beginn der Studie, differenziert nach Ge-
schlecht. Die ménnlichen Probanden starten mit einem leicht hheren Wert in die Stu-
die. Im weiteren Verlauf nimmt sowohl bei den weiblichen als auch bei den ménnlichen
Probanden der TG A der TEWL-Wert unter Lycopineinnahme ab, um dann wéhrend
der Placebophase wieder anzusteigen. Jedoch sind diese Verdnderungen nicht signifi-
kant. In der TG B wird keine Verdnderung weder in der aktiven noch in der Placebo-
phase deutlich, vgl. Abbildung 3.21.

Werden die Ergebnisse nach Alter aufgeteilt, so beginnen die Probanden iiber 45
Jahren die Studie mit einem deutlich niedrigeren TEWL-Wert, wie Abbildung 3.22
darstellt. Unter Lycopineinnahme sinkt der TEWL-Wert sowohl bei den jungen (unter
25 Jahren) als auch bei den Probanden mittleren Alters (26 bis 45 Jahre) im Gegensatz
zu den &lteren Probanden, bei denen der Wert unter Lycopin steigt, vgl. Abbildung
3.23.

Abbildung 3.24 verdeutlicht die Differenzierung nach initialem TEWL-Wert in drei
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Abbildung 3.20: TEWL-Wert von TG A und B zu Studienbeginn aufgeteilt nach

Geschlecht
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Abbildung 3.21: Entwicklung des TEWL-Wertes von TG A und B in aktiver Phase
und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Geschlecht und Treatment Group
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Abbildung 3.22: TEWL-Wert von TG A und B zu Studienbeginn aufgeteilt nach
Alter
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Abbildung 3.23: Entwicklung des TEWL-Wertes von TG A und B in aktiver Phase
und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Alter
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3. ERGEBNISSE 3.1 Ergebnisse Teil 1 Lycopin

Gruppen. Probanden mit einem hohen TEWL-Wert (>10 g/hm?) zu Beginn der Studie
zeigen im Weiteren eine Abnahme, die sowohl unter Placebo- als auch unter Lyco-
pineinnahme zu sehen ist. Die Werte ndhern sich Bereichen, die einem ,,sehr gutem
Hautzustand“ zugeteilt sind. Probanden mit einem niedrigen TEWL-Wert (<5 g/hm?)

weisen eine leichte Zunahme des TEWL-Wertes im Laufe der Studie auf.
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niedrig normal hach

initialer TEWL-Wert

Abbildung 3.24: Entwicklung des TEWL-Wertes von TG A und B in aktiver Phase
und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach initialem TEWL-Wert

Wie in Abbildung 3.25 erkennbar wird, ist nach Aufteilung in Hauttyp und Treat-
ment Group keine einheitliche Entwicklung des TEWL-Wertes im Laufe der Studie
erkennbar. Auch der initiale Lycopin-Serumspiegel (niedrig: <0,8 nmol/ml, mittel: 0,8-
1,0 nmol/ml, hoch: >1,0nmol/ml), die Stérke des Lycopin-Anstiegs und der erreichte
Lycopinspiegel nach der aktiven Phase zeigen keinen signifikanten Einfluss auf den
TEWL-Wert (nicht abgebildet).

Der Ausschluss der Probanden mit nur niedrigem Anstieg des Lycopin-Serumspie-
gels in der aktiven Phase bringt keine signifikanten Verdnderungen. Zu erwihnen ist,
dass sich alle Probanden zu jedem Messzeitpunkt im Laufe der Studie in einem Bereich
zwischen Werten von 0,60 g¢/hm? und 15,50 g/hm? befanden und so auch die Probanden
mit den hochsten Werten immer noch einen ,,sehr gesunden Hautzustand* bis ,,gesunden

Hautzustand“ aufwiesen, vgl. Kapitel 2.7.1.
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Abbildung 3.25: Entwicklung des TEWL-Wertes von TG A und B in aktiver Phase
und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Hauttyp und Treatment Group

3.1.3.2 Cutometrie

Mit dem in der Studie bestimmten Cutometer-Wert R2 wird die biologische Elastizitét
der Haut gemessen. Je mehr sich dieser Wert der 1 ndhert, desto elastischer ist die Haut
der gemessenen Stelle, vgl. Kapitel 2.7.2.

TG A zeigt im Verlauf der Studie im Mittelwert eine leichte Abnahme der Haut-
elastizitat von 0,75 +0,8 an Tag 14 auf 0,61 +0,8 an Tag 199. Auch in TG B kann diese
Entwicklung beobachtet werden. Die Elastizitdt nimmt also unabhéngig von der Ein-
nahmereihenfolge von Lycopin und Placebo ab. Die Entwicklungen sind in Abbildung
3.26 zu sehen.

Sowohl die weiblichen als auch die ménnlichen Probanden weisen unter Lycopin-
einnahme eine Abnahme der Elastizitit auf, welche bei den méinnlichen Probanden im
Gegensatz zu den Probandinnen auch unter Placeboeinnahme zu beobachten ist, vgl.
Abbildung 3.27. Die weitere Aufteilung nach Treatment Group in Abbildung 3.28 deckt
auf, dass die ménnlichen Probanden der TG B eine stéirkere Abnahme des Cutometer-
Wertes unter Lycopin- als unter Placeboeinnahme zeigen. Einzig bei der Probandin

der TG A steigt der Cutometer-Wert sowohl in der aktiven als auch weiterhin in der
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Abbildung 3.26: Entwicklung der Hautelastizitéit von TG A und B in aktiver Phase

und bei Placeboeinnahme

Placebophase, was auf eine eventuell langer andauernde Wirkung der Lycopineinnah-
me hindeutet. Da der weibliche Anteil der TG A aber nur aus dieser einen Probandin
besteht, kann dies nicht weiter beachtet werden.

Werden die Probanden nach ihrem Alter unterschieden, so haben die dlteren Pro-
banden im Vergleich zu den jungen Probanden und denen mittleren Alters eine redu-
ziertere Hautelastizitdt. Im Laufe der Studie nimmt der Wert in jeder Altersgruppe und
in jeder Studienphase ab, vgl. Abbildung 3.29.

Die Hauttypen II und IIT beginnen mit nahezu identischen Hautelastizitdtswerten
die Studie und weisen ebenfalls eine Abnahme der Werte wihrend der Studie auf, wie
in Abbildung 3.30 zu sehen ist.

Die Abbildungen 3.31, 3.32 und 3.33 zeigen die Aufteilung der Probanden nach
initialem Lycopin-Serumspiegel, Anstiegsstidrke und Spiegel nach der aktiven Phase.
Auch hier ist eine Abnahme des R2-Wertes im Laufe der Studie zu beobachten.

Bereits wenig elastische Haut reagiert auf die Lycopineinnahme mit einer geringeren
Abnahme der Elastizitat als Haut mit einem hoheren Cutometer-Wert zu Beginn der
Studie, vgl. Abbildung 3.34.

Auch hier bringt der Ausschluss der Non-Responder keine statistisch signifikanten
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Abbildung 3.27: Entwicklung der Hautelastizitéit von TG A und B in aktiver Phase
und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Geschlecht
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Abbildung 3.28: Entwicklung der Hautelastizitéit von TG A und B in aktiver Phase

und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Geschlecht und Treatment Group
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Abbildung 3.29: Entwicklung der Hautelastizitéit von TG A und B in aktiver Phase

und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Alter
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Abbildung 3.30: Entwicklung der Hautelastizitéit von TG A und B in aktiver Phase
und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Hauttyp
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Abbildung 3.31: Entwicklung der Hautelastizitét von TG A und B in aktiver Phase
und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Hohe des initialen Lycopin-Serumspiegels
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Abbildung 3.32: Entwicklung der Hautelastizitdt von TG A und B in aktiver Phase
und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Anstiegsstirke des Lycopin-Serumspiegels
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Abbildung 3.33: Entwicklung der Hautelastizitéit von TG A und B in aktiver Phase
und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Hohe des finalen Lycopin-Serumspiegels nach

der aktiven Phase
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Abbildung 3.34: Entwicklung der Hautelastizitéit von TG A und B in aktiver Phase
und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach initialer Hautelastizitét
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3. ERGEBNISSE 3.1 Ergebnisse Teil 1 Lycopin

Veridnderungen hervor.

3.1.3.3 Colorimetrie

Mit dem Colorimeter wird die Hautfarbe bestimmt. Hierbei wird der Wert vor der
Bestrahlung mit UVA1-Strahlung bzw. dem Solarsimulator mit dem Wert nach der
Bestrahlung verglichen und die Differenz A gebildet.

Der L*-Wert (Luminosity) beschreibt die Hautfarbe auf der Hell-Dunkel-Achse.
Je hoher der Wert, desto heller, weniger pigmentiert, ist die Haut. Weder in TG A
noch in TG B werden im Laufe der Studie Verdnderungen des AL*-Wertes erkennbar,
unabhingig ob mit UVA1 oder Solarsimulator bestrahlt wurde. Auch kann kein Effekt
der Lycopineinnahme auf die Hautpigmentierung beobachtet werden (nicht abgebildet).

Der Wert b* beschreibt die Hautfarbe auf der Blau-Gelb-Achse. Ab* weist ebenfalls
keine Anderung in den beiden Treatment Groups auf (nicht abgebildet). Bei den Werten
L* und b* zeigt der vergleichende t-Test keine Signifikanz (mit p<0,05).

Die Rot-Griin-Achse wird durch den a*-Wert ausgedriickt. Er beschreibt die Rot-
firbung der Haut, die nach UVAI1- bzw. Solarsimulator-Bestrahlung bei Erzeugung
eines FErythems erreicht wird. Hierbei wird ebenfalls die Differenz des Wertes vor und
nach Bestrahlung errechnet (Aa*) und die Differenzen unter Lycopin- mit denen unter
Placeboeinnahme verglichen.

Abbildung 3.35 stellt den Lycopin-Serumspiegel im Laufe der Studie in TG A dar.
Im Vergleich dazu ist in Abbildung 3.36 Aa* der TG A an den verschiedenen Messzeit-
punkten zu sehen. Hierbei wird die Korrelation zwischen Lycopinspiegel und Erythem-
entwicklung deutlich. Mit steigendem Lycopinlevel im Blut sinkt die Entwicklung des
Erythems nach UVA1-Bestrahlung (kleineres Aa*), unter Placeboeinnahme steigt der
Wert von Aa* wieder. Wie in den Abbildungen 3.37 und 3.38 zu sehen ist, entwickelt
sich dieser Effekt von Lycopin auf die Erythementstehung bei TG B nicht.

Unter Lycopineinnahme sinkt also in TG A nach Bestrahlung mit UVA1 die Stérke
der Erythembildung leicht ab, dies ist bei TG B nicht zu beobachten, vgl. Abbildung
3.39.

Abbildung 3.40 zeigt die Stédrke der Erythembildung im Laufe der Studie nach
Geschlecht getrennt. Deutlich wird hier, dass die weiblichen Probanden auf die Lyco-
pineinnahme mit einer signifikanten Abnahme (Beginn zu aktiver Phase p=0,03) von

Aa* reagieren. Unter Placeboeinnahme steigt der Wert der Erythemstirke wieder an.
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Abbildung 3.35: Boxplot des Verlaufes des Lycopin-Serumspiegels von TG A iiber
die Studiendauer
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Abbildung 3.36: Boxplot des Verlaufes von Aa* der TG A iiber die Studiendauer
bei UVA1-Bestrahlung
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Abbildung 3.37: Boxplot des Verlaufes des Lycopin-Serumspiegels von TG B iiber
die Studiendauer
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Abbildung 3.38: Boxplot des Verlaufes von Aa* der TG B iiber die Studiendauer
bei UVA1-Bestrahlung
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Abbildung 3.39: Entwicklung der Erythembildung (Aa*) von TG A und B in aktiver
Phase und bei Placeboeinnahme bei UVA1-Bestrahlung

Jedoch besteht diese Gruppe aus nur drei Probandinnen. Im Gegensatz dazu reagie-
ren die 25 ménnlichen Probanden mit einer leichten Zunahme von Aa* in der aktiven
Phase.

Werden die Ergebnisse nach dem Alter der Probanden differenziert, reduziert sich
nur bei den jungen Probanden unter 25 Jahren die Erythembildung in der aktiven
Phase, jedoch ohne Signifikanz. Sowohl die Probanden mittleren als auch héheren Alters
reagieren mit einer geringen Zunahme von Aa*. Diese Ergebnisse zeigt Abbildung 3.41.

In Abbildung 3.42 wird deutlich, dass die Probanden mit Hauttyp III, also per se
dunklerer Haut, mit einem geringeren Aa* in die Studie starten und unter Lycopinein-
nahme mit einer Abnahme der Erythembildung reagieren. Probanden mit Hauttyp II
weisen diesen Effekt nicht auf.

Die weiteren Aufteilungen nach initialem Lycopin-Serumspiegel, Stiarke des Lyco-
pinanstiegs und der erreichte Lycopinspiegel nach der aktiven Phase bringen keine
signifikanten Verinderung von Aa* im Laufe der Studie hervor (nicht abgebildet).

Bei Solarsimulator-Bestrahlung zeigen sich die Effekte, die bei UVA1-Bestrahlung
beschrieben sind, in nur geringem Ausmaf, beispielhaft in Abbildung 3.43 (Gesamt-
gruppe) und in Abbildung 3.44 (Differenzierung nach Alter) zu sehen.
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Abbildung 3.40: Entwicklung der Erythembildung (Aa*) von TG A und B in aktiver
Phase und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Geschlecht bei UVA1-Bestrahlung
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Abbildung 3.41: Entwicklung der Erythembildung (Aa*) von TG A und B in aktiver
Phase und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Alter bei UVA1-Bestrahlung
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Abbildung 3.42: Entwicklung der Erythembildung (Aa*) von TG A und B in aktiver
Phase und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Hauttyp bei UVA1-Bestrahlung
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Abbildung 3.43: Entwicklung der Erythembildung (Aa*) von TG A und B in aktiver
Phase und bei Placeboeinnahme bei UVA /UVB-Bestrahlung
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Abbildung 3.44: Entwicklung der Erythembildung (Aa*) von TG A und B in aktiver
Phase und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Alter bei UVA /UVB-Bestrahlung

Der Ausschluss der drei Non-Responder ergibt keine neuen Ergebnisse mit signifi-
kanten Anderungen.

Zu beachten bei der Interpretation ist, dass es eine grofle interpersonelle Varianz
der Reaktionen auf die Bestrahlungen und die Lycopinaufnahme gibt. Auch lisst die
geringe Anzahl der Probanden keinen wirklichen Beweis des Zusammenhangs zwischen
Nahrungsergédnzungsmitteleinnahme und Erythembildung auf UV-Bestrahlung zu.

Der Wert AE* (Kapitel 2.7.3) fasst die Parameter des Colorimeters zusammen
und beschreibt die Hautfarbe auf allen drei Achsen. Mit ihm kénnen zwei Farbtone
mathematisch verglichen werden. Auch dieser Wert zeigt im Laufe der Studie keine
signifikanten Anderungen (nicht abgebildet).

Der aus L* und b* berechnete ITA®-Wert &ndert sich zu keinem Zeitpunkt (nicht
abgebildet).

3.2 Ergebnisse Teil 2 Lutein

Tabelle 3.8 zeigt die allgemeinen Charakteristika der beiden Treatment Groups C und
D.
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3.2 Ergebnisse Teil 2 Lutein

Hauttyp Alter Geschlecht
II 111 <40 | >40 | m w
TG C 7 8 5 10 10 5
TG D 10 5 9 6 13

Tabelle 3.8: Charakteristika der TG C und D

Wash-out I C | Wash-out I D | Wash-out II C | Wash-out II D
[Tage] [Tage] [Tage] [Tage]
n 15 15 15 15
min 13 14 10 11
max 26 25 20 18
mean 16,13 16,27 14,00 14,07
median 16 15 14 14
SD 3,14 3,10 2,48 1,83
Tabelle 3.9: Linge der Auswaschphasen in TG C und D
3.2.1 Compliance

Der Studienablauf glich dem Ablauf wie in Teil 1 beschrieben (siche Kapitel 3.1.1).
Die Probanden nahmen in der sog. aktiven Phase als Nahrungsergdnzungsmittel das
Xanthophyll Lutein iiber zwolf Wochen ein. Die mediane Liange der Auswaschphasen
betrug 14 bis 16 Tage, die der Einnahmephasen 83 bis 87 Tage, vgl. Tabellen 3.9 und
3.10.

3.2.1.1 Messung der Compliance anhand der Kapselmenge

Zu Beginn jeder Behandlungsphase erhielten die Probanden drei Behélter mit je 65 Kap-
seln. Die Probanden nahmen einmal téglich zwei dieser Kapseln ein. Sie wurden ange-
halten, zum Ende der jeweiligen Einnahmephase die restlichen Kapseln zuriickzugeben.
So konnte die genommene Kapselmenge errechnet werden. Sieben Probanden gaben ihre
Kapseln nicht zuriick. Fiir diese konnte also keine Compliance anhand der Kapselmenge
bestimmt werden.

Die genaue Kapselanzahl, die jeder Proband einzunehmen hatte, hing von der jewei-

ligen Dauer der Einnahmephase ab. Daraus konnte die Compliance berechnet werden.
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3.2 Ergebnisse Teil 2 Lutein

Phase I C | Phase I D | Phase II C | Phase II D
Tage] | [Tage] | [Tage] | [Tage]

n 15 15 15 15
min 78 82 76 78
max 96 96 91 89
mean 86,60 85,13 82,87 83,53

median 87 84 83 84
SD 4,50 3,56 3,76 2,85

Tabelle 3.10: Linge der Einnahmephasen in TG C und D

Compliance | Compliance | Compliance | Compliance | Compliance | Compliance

I1C & D [%] IC [%] ID [%)] II C & D [%] II C [%] II D [%)]
n 25 13 12 26 13 13
min 88 88 88 86 92 86
max 121 121 106 112 107 112

mean 98,12 98,24 97,99 100,74 100,66 100,83

median 97,67 97,67 97,99 100,60 100,60 100,60
SD 7,44 9,09 5,52 6,02 4,21 7,60

Tabelle 3.11: Compliance in TG C und D

Die durchschnittliche Compliance der Probanden lag hier bei 98-101 %, vgl. Tabelle

3.11.

3.2.1.2 Compliance anhand der Blutwerte

In Abbildung 3.45 ist der Verlauf des Lutein-Serumspiegels im Laufe der Studie zu
sehen. Unter der Einnahme der luteinhaltigen Kapseln steigt der Luteingehalt im Serum
deutlich, an wihrend er unter Placebo-Einnahme wieder rasch abféllt (TG C) bzw. kein
Anstieg zu verzeichnen ist (TG D) . Ebenso verhlt sich der Blutspiegel des Xantophylls
Zeaxanthin, wie in Abbildung 3.46 zu sehen ist.

Die iibrigen untersuchten Blutparameter wie alpha-Carotin (beispielhaft in Abbil-
dung 3.47) und andere zeigen keinen Anstieg. Hierbei bringt die nihere Betrachtung des
Inhaltes der Lyc-O-Lutein Kapseln eine Erkldrung. Laut Herstellerangaben beinhaltet
eine Kapsel mit 50 mg ca. 10 mg Lutein, 0,2 mg Zeaxanthin und weniger als 0,4 mg an-

dere Carotinoide. Dadurch tragen Lutein und Zeaxanthin den Hauptanteil, was sich in
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den Blutspiegeln widerspiegelt.
Durch diese Beobachtungen lésst sich ebenso auf eine gute Compliance der Pro-
banden, wie auch auf eine sichtbar ausreichende Anreicherung von Lutein im Blut

schliefen.
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Abbildung 3.45: Entwicklung des Lutein-Serumspiegels von TG C und D {iber die
Studiendauer

In TG C wurde ein Proband als sog. Non-Responder definiert, in TG D vier Pro-
banden. Sie zeigten unter Luteineinnahme keinen oder einen sehr geringen Anstieg von
Lutein im Serum. Eine Auswertung der untersuchten Parameter wurde probehalber

auch unter Ausschluss dieser durchgefiihrt, um eventuelle Verfialschungen aufzudecken.

3.2.2 Expression molekularer Marker fiir UV-induzierte Schiden

Zur Vorgehensweise siehe Kapitel 3.1.2.

» ¥ p<0.05, ** p<0.01 gegeniiber unbehandelter Kontrollbiopsie; + p<0.05, ++
p<0.01 gegeniiber behandelter Biopsie; ns = nicht signifikant“ gilt fiir die Abbildungen
3.48 bis 3.63.
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Abbildung 3.46: Entwicklung des Zeaxanthin-Serumspiegels von TG C und D iiber

die Studiendauer
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Abbildung 3.47: Entwicklung des a-Carotin-Serumspiegels von TG C und D iiber

die Studiendauer
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3.2.2.1 MMP-1

Die Abbildungen 3.48 und 3.49 verdeutlichen den starken Anstieg der mRNA des Mar-
kerenzyms MMP-1 unter UVA1- und UVA/UVB- (Solarsimulator-) Bestrahlung, was
zu einem hoheren Abbau von Kollagen fiithrt. Die Expression ist unter UVA/UVB-
Bestrahlung deutlich hoher als unter UVA1-Bestrahlung alleine. Sowohl in der TG C
als auch in der TG D fillt unter Luteineinnahme die MMP-1-Expression stark ab, was
nicht unter Placeboeinnahme zu sehen ist (TG D) bzw. steigt bei TG C der MMP-1-

Gehalt nach Absetzen von Lutein und Einnahme von Placebo wieder bis auf das Niveau

zu Beginn der Studie an.
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Abbildung 3.48: Entwicklung der MMP-1 mRNA Expression nach UVA1l- und
UVA/UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Luteineinnahme (Day 101) und
nach Placeboeinnahme (Day 200) in TG C

3.2.2.2 ICAM-1

Die Expression der mRNA von ICAM-1 nach UV-Exposition verhélt sich analog zur Ex-
pression von MMP-1 im Laufe der Studie. Die durch UV-Strahlung ausgeloste ICAM-1
mRNA Induktion wird ebenfalls durch die Luteineinnahme unterdriickt, vgl. Abbil-
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Abbildung 3.49: Entwicklung der MMP-1 mRNA Expression nach UVA1l- und
UVA /UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Placeboeinnahme (Day 101) und
nach Luteineinnahme (Day 200) in TG D

dungen 3.50 und 3.51. Unter Placeboeinnahme steigt der Wert der ICAM-1-Expression
nach UVAI- und UVA/UVB-Bestrahlung wieder auf das initiale Niveau an.

3.2.2.3 HO-1

Auch bei diesem Enzym wird die Expression in Antwort auf UV-Strahlung (auf UVA /-
UVB-Bestrahlung deutlicher als auf UVA-Bestrahlung alleine) wéhrend der Luteinein-
nahmephase unterdriickt. In TG C steigt die Induktion der Expression unter Place-
boeinnahme wieder auf das Ausgangsniveau zu Beginn der Studie an. In TG D &ndert

sich in der anfinglichen Placebophase die Induktion der Expression nicht (Abbildungen
3.52 und 3.53).

3.2.2.4 Coll1A1-1 und Coll1A2-1

Die Anderungen der Expression der Gene CollA1-1 und CollA2-1 unter UVA1- bzw.
UVA /UVB-Bestrahlung werden nicht mehr so deutlich wie in den drei oben genannten
Markern. Vor allem in TG D (bei Col-1A1) und in beiden Gruppen bei Col-1A2 zeigen
sich kaum signifikante Anderungen weder unter Lutein- noch unter Placeboeinnahme,

wie in den Abbildungen 3.54, 3.55, 3.56 und 3.57 zu sehen ist.
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Abbildung 3.50: Entwicklung der ICAM-1 mRNA Expression nach UVA1l- und
UVA/UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Luteineinnahme (Day 101) und
nach Placeboeinnahme (Day 200) in TG C
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Abbildung 3.51: Entwicklung der ICAM-1 mRNA Expression nach UVA1- und
UVA/UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Placeboeinnahme (Day 101) und
nach Luteineinnahme (Day 200) in TG D
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Abbildung 3.52: Entwicklung der HO-1 mRNA Expression nach UVA1l- und

UVA/UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Luteineinnahme (Day 101) und
nach Placeboeinnahme (Day 200) in TG C
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Abbildung 3.53: Entwicklung der HO-1 mRNA Expression nach UVA1l- und

UVA /UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Placeboeinnahme (Day 101) und
nach Luteineinnahme (Day 200) in TG D

73



3. ERGEBNISSE 3.2 Ergebnisse Teil 2 Lutein

ns

++ ++

ns

*k

w

*k

COL1A1/18 SRNA
N

iﬂﬂlﬂ

Day 16 Day 101 Day 200

0

Uiy

Con tro}

Ul
Controy
Contryy

S 5
g
]

UV‘VUVB
UVA/UVB

Abbildung 3.54: Entwicklung der Col-1A1 mRNA Expression nach UVA1l- und
UVA/UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Luteineinnahme (Day 101) und
nach Placeboeinnahme (Day 200) in TG C
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Abbildung 3.55: Entwicklung der Col-1A1 mRNA Expression nach UVA1l- und
UVA/UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Placeboeinnahme (Day 101) und
nach Luteineinnahme (Day 200) in TG D
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Abbildung 3.56: Entwicklung der Col-1A2 mRNA Expression nach UVA1l- und
UVA/UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Luteineinnahme (Day 101) und
nach Placeboeinnahme (Day 200) in TG C
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Abbildung 3.57: Entwicklung der Col-1A2 mRNA Expression nach UVA1l- und
UVA/UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Placeboeinnahme (Day 101) und
nach Luteineinnahme (Day 200) in TG D
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3.2.2.5 TIMP-1

Der tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP) ist der Gegenspieler zu MMP-1. Wie
auch schon in vitro gezeigt*®), wird die Expression von TIMP durch Lutein nicht be-
einflusst. In TG C wird bei UVA/UVB-Bestrahlung ein leichter Anstieg der TIMP-

Expression unter Luteineinnahme sichtbar, dies jedoch ohne Signifikanz (Abbildungen

3.58 und 3.59).
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Abbildung 3.58: Entwicklung der TIMP-1 mRNA Expression nach UVA1l- und
UVA /UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Luteininnahme (Day 101) und nach
Placeboeinnahme (Day 200) in TG C

3.2.2.6 IL-1 und IL-6

Die Expression der beiden Zytokine steigt v.a. nach UVA /UVB-Bestrahlung deutlich
an. Lutein hat hier jedoch keinen positiven (abschwiichenden) Effekt auf die Expressi-
on, wie die Abbildungen 3.60, 3.61, 3.62 und 3.63 verdeutlichen. Eine Erklirung kann
darin gesehen werden, dass die Immunantwort hierbei nicht nur durch den durch UV-
Strahlung hervorgerufenen oxidativen Stress und den dadurch entstehenden indirekten
DNA-Schéden ausgelost wird, sondern auch durch die direkte Zerstérung der DNA und

die Hitzeeinwirkung. Hierbei ist der Schutz vor oxidativem Stress durch Lutein nichtig.
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Abbildung 3.59: Entwicklung der TIMP-1 mRNA Expression nach UVA1l- und

UVA /UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Placeboeinnahme (Day 101) und
nach Luteineinnahme (Day 200) in TG D

ns

N w
1 Lo

IL-1/18 S rRNA

il

0
g @ 2 @ K S @
2 5 B S & 3 3
5 T & < 5 <
2 s ¥ s < 2
) i) )
Day 101 Day 200

Day 16

Abbildung 3.60: Entwicklung der IL-1 mRNA Expression nach UVAl- und

UVA/UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Luteineinnahme (Day 101) und
nach Placeboeinnahme (Day 200) in TG C
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Abbildung 3.61: Entwicklung der IL-1 mRNA Expression nach UVAIl- und

UVA/UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Placeboeinnahme (Day 101) und
nach Luteineinnahme (Day 200) in TG D
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Abbildung 3.62: Entwicklung der IL-6 mRNA Expression nach UVAIl- und

UVA/UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Luteineinnahme (Day 101) und
nach Placeboeinnahme (Day 200) in TG C
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Abbildung 3.63: Entwicklung der IL-6 mRNA Expression nach UVAIl- und
UVA/UVB-Bestrahlung zu Beginn (Day 16), nach Placeboeinnahme (Day 101) und
nach Luteineinnahme (Day 200) in TG D

3.2.2.7 Korrelation der Blutwerte mit der Expression der molekularen
Marker

Eine (positive) Korrelation mit dem Lutein-Serumspiegel, also eine Anndherung des
Pearson-Korrelationskoeffizienten an den Wert 1, weisen, dhnlich zum Lycopin-Arm
der Studie, die Werte MMP-1, ICAM-1 und HO-1 sowohl bei UVA1- als auch bei
UVA /UVB-Bestrahlung auf. Der Marker Col1A1-1 zeigt eine Korrelation nur bei UVA /-

UVB-Bestrahlung.
Tabellen 3.12 und 3.13 verdeutlichen auflerdem, dass alle Korrelationen, bis auf

HO-1 bei UVA-Bestrahlung (Signifikanzniveau von 0,05, *), auf einem Niveau von 0,01

(**) signifikant sind.

3.2.3 Veridnderungen der Hautparameter
Eingeschlossen wurden nur Probanden mit den Hauttypen nach Fitzpatrick Typ II und

III (siehe Tabelle 3.7).
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MMP-1 MMP-1 ICAM-1 ICAM-1
UVA1 UVA/UVB | UVA1 UVA/UVB
Blut- n 6 6 6 6
Lycopin
Korrelation 0,943** 0,965** 0,957** 0,923**
nach Pearson
Signifikanz 0,005 0,002 0,003 0,009
(2-seitig)

Tabelle 3.12: Korrelationen vom Lutein-Serumspiegel mit MMP-1 und ICAM-1 in
TG C und D. **: Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant, *:

Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant

HO-1 HO-1 CollAl-1 CollAl-1
UVA1 UVA/UVB | UVA1 UVA/UVB
Blut- n 6 6 6 6
Lycopin
Korrelation 0,841%* 0,967** 0,934** 0,693
nach Pearson
Signifikanz 0,036 0,002 0,006 0,127
(2-seitig)

Tabelle 3.13: Korrelationen vom Lutein-Serumspiegel mit HO-1 und CollA1-1 in
TG C und D. **: Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant, *:
Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant
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3.2.3.1 Transepidermaler Wasserverlust (TEWL)

Der Transepidermale Wasserverlust (TEWL) éndert sich, die Gesamtgruppen C und D
betrachtet, nur gering im Laufe der Studie, vgl. Abbildung 3.64.
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Abbildung 3.64: Entwicklung des TEWL-Wertes von TG C und D in aktiver Phase
und bei Placeboeinnahme

Zu Beginn werden wenige Unterschiede zwischen den sieben weiblichen und den
23 ménnlichen Probanden erkennbar (Abbildung 3.65). In Bezug auf die Altersklassen
haben die dlteren Probanden (>45 Jahre) einen leicht erhthten Wert, der jedoch keine
Signifikanz hat (Abbildung 3.66).

Unter Luteineinnahme verbessert sich bei einzelnen Probandinnen der TG D der
Wasserverlust, vgl. Abbildung 3.67. Aufgrund der geringen Anzahl (2 Probandinnen)
kann hier aber im Weiteren nicht die zugrunde liegende Ursache diskutiert werden.

Auch Alter, Hauttyp und initialer Lutein-Serumspiegel (niedrig: <0.21 nmol/ml,
mittel: 0,21-0.3 nmol/ml, hoch: >0.3 nmol/ml) zeigen keinen signifikanten Einfluss der
Wirkung der Luteingabe auf eine Verbesserung des TEWL-Wertes, wie in den Abbil-
dungen 3.68, 3.69 und 3.70 und 3.69 (zusitzlich sortiert nach Treatment Group) zu
sehen ist.

Bei Betrachtung nach Stirke des Anstiegs des Lutein-Serumspiegels unter Lutein-

einnahme (weniger als 1-facher, sprich Riickgang, 1-4-facher und groler als 4-facher
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Abbildung 3.65: TEWL-Wert von TG C und D zu Studienbeginn aufgeteilt nach
Geschlecht
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Abbildung 3.66: TEWL-Wert von TG C und D zu Studienbeginn aufgeteilt nach
Alter
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Abbildung 3.67: Entwicklung des TEWL-Wertes von TG C und D in aktiver Phase
und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Geschlecht und Treatment Group
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Abbildung 3.68: Entwicklung des TEWL-Wertes von TG C und D in aktiver Phase
und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Alter
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Abbildung 3.69: Entwicklung des TEWL-Wertes von TG C und D in aktiver Phase
und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Hauttyp und Treatment Group
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Abbildung 3.70: Entwicklung des TEWL-Wertes von TG C und D in aktiver Phase
und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Hohe des initialen Lutein-Serumspiegels
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Anstieg) kann in der sog. Gruppe der Non-Responder (weniger als 1-facher Anstieg)
eine Erhohung des TEWL-Wertes unter Placeboeinnahme beobachtet werden, siehe
Abbildung 3.71. Gruppiert man die Probanden nach ihrem initialen TEWL-Wert in
drei Gruppen, so wiesen Probanden mit einem hohen Wert (>15g/hm?) zu Beginn der
Studie eine Abnahme des TEWL-Wertes, sowohl unter Lutein- als auch Placeboeinnah-
me, auf. Probanden mit einem schon zu Beginn niedrigen Wert (<6 g/hm?) zeigen keine
Veréinderung des TEWL-Wertes unter Lutein- oder Placeboeinnahme, wie Abbildung
3.72 verdeutlicht.
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Abbildung 3.71: Entwicklung des TEWL-Wertes von TG C und D in aktiver Phase
und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Anstiegsstirke des Lutein-Serumspiegels

Auch wenn die Non-Responder aus der Auswertung ausgeschlossen werden, ergeben
sich keine signifikanten Anderungen unter Luteineinnahme.

Wichtig hierbei ist, analog zu Kapitel 3.1.3.1, dass sich die gemessenen TEWL-
Werte in einem Bereich zwischen Werten von 2,20 g/hm? und 17,90 g/hm? bewegten.
Die Probanden mit den héchsten Werten wiesen also immer noch mindestens einen

»gesunden Hautzustand“ auf.
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Abbildung 3.72: Entwicklung des TEWL-Wertes von TG C und D in aktiver Phase
und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach initialem TEWL-Wert

3.2.3.2 Cutometrie

Je nidher der Cutometer-Wert R2 am Wert 1 liegt, desto elastischer ist die Haut an der
gemessenen Stelle. Unter Luteineinnahme zeigt sich in keinem Fall eine Néherung der
1. Es wird eher eine Abnahme des Wertes, der Elastizitit, beobachtet, vgl. Abbildung
3.73.

In Abbildung 3.74 sind die Probanden nach Geschlecht aufgeteilt. Hierbei wird keine
Differenz der Werte zwischen den ménnlichen und weiblichen Probanden deutlich.

Eine Gruppierung der Probanden in die drei Altersklassen weisen die dlteren Pro-
banden eine reduziertere Hautelastizitit zu Beginn der Studie auf. Jedoch fallen bei
allen drei Altersgruppen unter Luteineinnahme die R2-Werte ab, sieche Abbildung 3.75,
die weitere Aufteilung nach Treatment Group verhilt sich hier wie oben beschrieben
(keine Abbildung).

Werden die Ergebnisse nach dem Hauttyp sortiert, ist beim Hauttyp III eine leicht
sensiblere Reaktion auf die Luteineinnahme mit einem geringen Abfall des R2-Wertes
zu sehen, jedoch ist keine Signifikanz vorhanden, sieche Abbildung 3.76.

Probanden mit einem initial niedrigen Luteinlevel (<0.21nmol/ml) reagieren auf
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Abbildung 3.73: Entwicklung der Hautelastizitédt von TG C und D in aktiver Phase

und bei Placeboeinnahme
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Abbildung 3.74: Entwicklung der Hautelastizitdt von TG C und D in aktiver Phase

und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Geschlecht
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Abbildung 3.75: Entwicklung der Hautelastizitét von TG C und D in aktiver Phase
und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Alter
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Abbildung 3.76: Entwicklung der Hautelastizitit von TG C und D in aktiver Phase
und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Hauttyp
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die Luteineinnahme mit dem stéirksten Abfall des R2-Wertes, wie in Abbildung 3.77 zu

sehen ist.
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Abbildung 3.77: Entwicklung der Hautelastizitdt von TG C und D in aktiver Phase
und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Hohe des initialen Lutein-Serumspiegels

Die Abbildung 3.78 stellt die Verinderungen der Elastizitdt unter Betrachtung
des Anstiegs des Lutein-Serumspiegels dar. Die Probanden, die einen starken Anstieg
(>4fach) aufzeigen, haben zu Beginn den niedrigsten Cutometer-Wert. Sie reagieren
weniger stark auf die Luteineinnahme. Den stérksten Abfall weist die Gruppe mit dem
niedrigsten Anstieg des Lutein-Serumspiegels auf.

Betrachtet man den finalen Luteinspiegel im Blut in Abbildung 3.79, so beobach-
tet man den stiarksten Abfall des Cutometer-Wertes, wie aus den oben beschriebenen
Beobachtungen erwartet, bei den Probanden mit den niedrigsten Serumwerten.

Abbildung 3.80 verdeutlicht die Anderungen der Hautelastizitit gruppiert nach dem
initialen Elastizitéitsstatus der Probanden. Alle drei Gruppen weisen einen Abfall der
Elastizitéit unter Luteineinnahme auf.

Nach Ausschluss der Non-Responder édndern sich die Ergebnisse nicht.
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Abbildung 3.78: Entwicklung der Hautelastizitdt von TG C und D in aktiver Phase
und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Anstiegsstirke des Lutein-Serumspiegels
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Abbildung 3.79: Entwicklung der Hautelastizitéit von TG C und D in aktiver Phase
und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Hohe des finalen Lutein-Serumspiegels nach
der aktiven Phase
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Abbildung 3.80: Entwicklung der Hautelastizitédt von TG C und D in aktiver Phase

und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach initialer Hautelastizitit

3.2.3.3 Colorimetrie

Die Bestimmung der Colorimeter-Werte L*, b* und a* verlduft analog zum Lycopin-
Arm der Studie, vgl. Kapitel 3.1.3.3. Vor Bestrahlung liegt der L*-Wert sowohl bei TG
C als auch bei TG D bei ca. 67. Er fillt nach Bestrahlung auf ca. 58 ab, die Haut
wird demnach stérker pigmentiert, unabhéngig von der Bestrahlungsart (UVA1 oder
Solarsimulator). Auch dndert sich im Laufe der Studie weder unter Placebo- noch unter
Luteineinnahme die Differenz der Werte vor und nach Bestrahlung. Lutein hat also kei-
nen Einfluss auf die Pigmentierung der Haut nach UVA1-/Solarsimulator-Bestrahlung
(nicht abgebildet).

Beim Wert b* weist analog zum L*-Wert keine Anderung der Differenz der Werte
vor und nach Bestrahlung im Laufe der Studie auf (nicht abgebildet). Der vergleichende
t-test wird weder bei L* noch bei b* signifikant mit p<0,05.

Die beiden Abbildungen 3.81 und 3.82 verdeutlichen die Lutein-Serumspiegel im
Laufe der Studie. Deutlich ist hier der Anstieg in der aktiven Phase zu sehen. Im Ver-
gleich dazu zeigen die Abbildung 3.83 und 3.84 den Verlauf von Aa* im Studienverlauf
nach UVA1-Bestrahlung in TG C bzw. TG D.

In TG C wird keine Anderung der Stirke der Erythembildung deutlich. Auch in
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Abbildung 3.81: Boxplot des Verlaufes des Lutein-Serumspiegels von TG C iiber die

Studiendauer
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Abbildung 3.82: Boxplot des Verlaufes des Lutein-Serumspiegels von TG D {iber die

Studiendauer
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Abbildung 3.83: Boxplot des Verlaufes von Aa* der TG C iiber die Studiendauer
bei UVA1-Bestrahlung
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Abbildung 3.84: Boxplot des Verlaufes von Aa* der TG D iiber die Studiendauer
bei UVA1-Bestrahlung
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TG D kann kein Einfluss der Luteineinnahme auf das Absinken der Erythembildung
beobachtet werden, sie steigt in der aktiven Phase sogar leicht an, vlg. Abbildung 3.85.
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Abbildung 3.85: Entwicklung der Erythembildung (Aa*) von TG C und D in aktiver
Phase und bei Placeboeinnahme bei UVA1-Bestrahlung

Werden die Werte von Werte von a* vor und nach Bestrahlung mit UVA1 ge-
schlechterspezifisch betrachtet, wie in Abbildung 3.86 zu sehen ist, so zeigt sich kein
Unterschied zwischen den ménnlichen und weiblichen Probanden in der Reaktion auf
die Luteineinnahme. Die Méinner starten mit einem grofleren Aa*, jedoch wird bei
beiden Gruppen einen Anstieg von Aa* unter Luteineinnahme deutlich.

Auch die dlteren Probanden haben zu Beginn ein grofleres Aa* als die mittelalten
und jungen Probanden. Im Lauf der Studie entwickeln sich aber keine signifikanten
Differenzen zwischen ihnen, vgl. Abbildung 3.87.

Bei Probanden, die mit einem hohen initialen Luteinlevel (>0.3 nmol/ml) in die
Studie starten, sinkt unter Luteineinnahme Aa* ab. Diese Gruppe startet mit einem
hohen Aa* im Vergleich zu den Probanden mit niedrigerem Level, siche Abbildung
3.88.

Eine Aufteilung in den finalen Lutein-Serumspiegel und in die Stérke des Lutein-
anstiegs nach Luteineinnahme bringt keine Verinderungen der Erythembildung (nicht
abgebildet).
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Abbildung 3.86: Entwicklung der Erythembildung (Aa*) von TG C und D in aktiver
Phase und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Geschlecht bei UVA1-Bestrahlung
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Abbildung 3.87: Entwicklung der Erythembildung (Aa*) von TG C und D in aktiver
Phase und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Alter bei UVA1-Bestrahlung
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Abbildung 3.88: Entwicklung der Erythembildung (Aa*) von TG C und D in
aktiver Phase und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Hohe des initialen Lutein-

Serumspiegels bei UVA1-Bestrahlung

Vergleicht man die beiden Hauttypen II und III miteinander, so haben die Pro-
banden mit Hauttyp II ein grofleres Aa* zu Beginn. Sie zeigen jedoch ebenso wie die
Probanden mit Hauttyp III keine Anderung im Laufe der Studie, vgl. Abbildung 3.89.

Eine weitere Differenzierung nach bspw. initialem Lutein-Serumspiegel bringt keine
Verdnderung der Werte unter Luteineinnahme hervor (nicht abgebildet).

Bei Betrachtung von Aa* bei Solarsimulator-Bestrahlung werden keine weiteren si-
gnifikanten Unterschiede deutlich, wie Abbildung 3.90, aufgeteilt nach der Treatment
Group, darstellt. Die Werte aufgeteilt nach weiteren Parametern verhalten sich wie bei
UVA1-Bestrahlung. Beispielhaft zeigen die Abbildungen 3.91 und 3.92 die Gruppierun-
gen nach Alter und Hauttyp.

Auch die Werte AE* und ITA® zeigen im Laufe der Studie keine signifikanten An-
derungen (nicht abgebildet).
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Abbildung 3.89: Entwicklung der Erythembildung (Aa*) von TG C und D in aktiver
Phase und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Hauttyp bei UVA1-Bestrahlung
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Abbildung 3.90: Entwicklung der Erythembildung (Aa*) von TG C und D in aktiver
Phase und bei Placeboeinnahme bei UVA /UVB-Bestrahlung
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Abbildung 3.91: Entwicklung der Erythembildung (Aa*) von TG C und D in aktiver
Phase und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Alter bei UVA /UVB-Bestrahlung
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Abbildung 3.92: Entwicklung der Erythembildung (Aa*) von TG C und D in aktiver
Phase und bei Placeboeinnahme aufgeteilt nach Hauttyp bei UVA /UVB-Bestrahlung
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Kapitel 4

Diskussion

4.1 Teil 1 Lycopin

Die in der Arbeit erhobene Auswertung der Kapselmenge und Blutparameter deutete
auf eine gute Compliance der Probanden hin. Es konnte auf eine ausreichende Anrei-
cherung von Lycopin im Serum geschlossen werden. Dies fithrte mit grofler Wahrschein-

lichkeit ebenfalls zu einer Anreicherung des Carotins in der Haut. %)

4.1.1 Einfluss auf die Expression molekularer Marker

Es konnten verschiedene Studien, die eine verstérkte Expression der mRNA vom Enzym
MMP-1 unter UV-Strahlung beobachteten, bestitigt werden. 5146147 Dieser Expres-
sionsanstieg wurde vor allem unter UVA /UVB-Bestrahlung deutlich.

Die Lycopineinnahme unterdriickte den Effekt der UV-Strahlung und kann so ver-
mutlich vor erhéhtem Kollagenabbau durch vermehrte MMP-1-Expression schiitzen.

Einen dhnliche Wirkung zeigte Lycopin auf die Expression der ICAM-1 mRNA.
Auch hier wird das photoprotektive, vermutlich antioxidative Potential des Carotins
deutlich.

Ein weiterer wichtiger Aspekt kommt bei Betrachtung des Enzyms HO-1 hervor.
Hierbei verhielt sich der Effekt der Lycopineinnahme auf die Expression wie bei MMP-1
und ICAM-1. Die Bestimmung der Expression von HO-1 wurde gewihlt, da es nach-
weislich eines der deutlichsten Gene ist, das durch oxidativen Stress induziert wird.
Es bestiétigt sich also auch gerade hier, dass Lycopin die Induktion von bestimmten

Genen, die durch vermehrte ROS (z.B. durch UV-Strahlung erzeugt) induziert werden,
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4. DISKUSSION 4.1 Teil 1 Lycopin

verhindern kann. Es wirkt hochstwahrscheinlich als Antioxidanz, indem es die reaktiven
Sauerstoffspezies abfingt.

Durch UV-Strahlung (und auch im Rahmen der natiirlichen Hautalterung) wird die
Expression der beiden Gene Col-1A1 und Col-1A2 supprimiert. Interessant ist hier, dass
in der vorliegenden Arbeit die Expression der beiden Gene durch die UV-Bestrahlung
nicht supprimiert, sondern sogar leicht induziert wird. Eine moégliche Erkldrung liegt in
der Gegenregulation, sprich Hochregulation der Gene, die Kollagen aufbauen, zu den
durch UV-Strahlung entstehenden Kollagenbriichen (z.B. durch o.g. induzierte MMP-
1). Die Differenz zwischen UVA1- und UVA/UVB-Bestrahlung ist hier nicht mehr so
stark ausgeprigt wie in den bereits genannten Markern. Dies liegt am wahrscheinlichs-
ten daran, dass vor allem die langwellige UVA-Strahlung bis in die Dermis eindringt
und hier das Kollagen schédigt. Bei Col-1A1 konnte eine Unterdriickung der Expression
wéhrend der Lycopineinnahme beobachtet werden. Hier kann Lycopin also diese Ge-
genregulation zum Grofiteil verhindern und den Spiegel des Gens auf physiologischem

Niveau halten.

4.1.2 Einfluss auf die Hautparameter

Zur Interpretation der unterschiedlichen Hautparameter wurden die erhobenen Daten
nacheinander in verschiedenen Aufteilungen betrachtet. So konnte eine Beeinflussung
zum Beispiel durch das Geschlecht, das Alter oder den Hauttyp erkannt werden. Auch
der Lycopingehalt im Serum zu Beginn, im Laufe und zum Ende der Studie und der in-
itiale Wert des jeweiligen Parameters wurden als mogliche Einflussparameter angedacht
und einzeln ausgewertet.

Bei Betrachtung des TEWL-Wertes und der unterschiedlichen Aufteilungen wird
deutlich, dass die Lycopineinnahme vor allem in denjenigen Untergruppen einen po-
sitiven Einfluss hatte, die einen hoheren TEWL-Wert zu Beginn aufwiesen. Dies war
zum Beispiel bei der gesamten TG A der Fall und ebenso bei den jungen Probanden
zwischen 19 und 25 Jahren und denen mittleren Alters (26 bis 45 Jahre). Ganz deutlich
wurde dieser Trend bei der Aufteilung nach dem initialen TEWL-Wert. Hier zeigte
sich bei den Probanden mit einem hohen Transepidermalen Wasserverlust zu Beginn
der Studie eine Verbesserung des Wertes nach Lycopineinnahme. Bei Betrachtung der

reinen Aufteilung nach der Treatment Group zeigte sich bei TG A nach Absinken des
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4. DISKUSSION 4.1 Teil 1 Lycopin

TEWL-Wertes unter Lycopineinnahme von 7g/hm? auf 6 g/hm? ein erneuter Anstieg
wihrend der Placebophase auf ca. 7,8 g/hm?.

Demnach zeigt sich ein leichter positiver Einfluss der Lycopineinnahme auf den
Transepidermalen Wasserverlust - mit der Einschrankung, dass der Effekt nur bei zu
Beginn hohen TEWL-Werten zu sehen ist. Dariiber hinaus muss hierbei beachtet wer-
den, dass alle Probanden, also auch die mit ,,hohen“ Werten, immer noch einen ,, guten
Hautzustand“ aufwiesen (hochster Wert 15,50 g/hm?). Daher sind weitere Untersuchun-
gen an Probanden mit hoheren, pathologischen Werten, sprich mit Werten ab 25 g/hm?,
anzuschlieflen.

Es konnte keine positive Beeinflussung der Hautelastizitét, gemessen am Cutometer-
Wert R2, durch eine Lycopineinnahme erkannt werden. In allen Gruppen sank der
Cutometer-Wert im Laufe der Studie ab, unabhingig der Einnahme von Lycopin oder
des Placebopréiparates. Am ehesten sind hier jahreszeitliche Unterschiede der Hautbe-
schaffenheit verantwortlich, da die Haut der Probanden zu dhnlichen Zeitpunkten (Tag
1 zwischen November und Mirz) gemessen wurde und lokale klimatische Unterschiede
durch eine Standardisierung des Klimas im Labor ausgeschlossen werden konnten. Ly-
copin verbesserte die allgemeine Hautelastizitét nicht. Die positive Wirkung auf eine
verringerte Faltenbildung kann Lycopin nur durch ein Verhinderung der Entstehung
von ROS im Rahmen des oxidativen Stresses durch UV-Strahlung erzielen, was an der
gemessenen, unbestrahlten Haut am Unterarm der Probanden nicht der Fall war.

Als ein Punkt der photoprotektiven Wirkung von Lycopin wurden mithilfe des
Colorimeters verschiedene Werte bestimmt. Hierbei zeigten sich auf der Schwarz-Weif3-
und der Gelb-Blau-Achse keine Veréinderungen. Lycopin hat hier, wie erwartet, keinen
Einfluss auf die Hautfarbung. Jedoch wurde ein Einfluss der Lycopineinnahme auf den
Aa*-Wert, der die Rot-Griin-Achse (also die Erythementstehung) beschreibt, deutlich.
N&heres hierzu ist im Kapitel 4.1.3 beschrieben.

4.1.3 Photoprotektive Wirkung von Lycopin

Eine Untersuchung zur photoprotektiven Wirkung von Lycopin schloss die Betrachtung
der Entwicklung des Aa*-Wertes der Colorimetrie ein. Hierbei wurde ein positiver Ein-
fluss der Lycopineinnahme auf die Erythementstehung deutlich. Nach verschiedenen
Aufteilungen konnten in einigen Gruppen, wie zum Beispiel in der gesamten TG A, bei

den weiblichen Probanden, bei den Probanden im Alter von 19 bis 25 Jahren und bei
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4. DISKUSSION 4.2 Teil 2 Lutein

denen mit Hauttyp III, eine Verringerung von Aa*, also eine weniger starke Erythe-
mentstehung unter Lycopineinnahme beobachtet werden. Es zeigten sich jedoch starke
interpersonelle Schwankungen. Die tégliche Menge an Lycopin betrug ca. 9,6 mg, was
im Vergleich zu vorherigen Studien (siehe Kapitel 1.2.4) eher an der unteren Grenze
lag. Dies ist eine moégliche Erklarung der nur in einigen Untergruppen beobachteten
Beeinflussung von Lycopin auf die Erythementwicklung.

Daneben wird das antioxidative Potential von Lycopin bei Betrachtung der mo-
lekularen Marker ganz deutlich (Kapitel 4.1.1). Hier kann Lycopin die Expression ei-
niger Marker unterdriicken, welche durch UV-Strahlung bzw. durch die dabei entste-
henden ROS induziert wird. Die Arbeit bestédtigt durch die durchgefiithrte Studie die
F#higkeit von Lycopin, als effektiver Fanger von Singulett-Sauerstoff zu wirken. So
wird die iberméfBige Entstehung der ROS verhindert und demnach kénnen verschie-
dene negative Effekt von UV-Strahlung, wie die vorzeitige Hautalterung, durch eine

Lycopineinnahme verringert werden.

4.2 Teil 2 Lutein

Auch im Lutein-Arm der Studie konnte durch die Auswertung der Kapselmenge und

der Blutparameter auf eine gute Compliance der Probanden geschlossen werden.

4.2.1 Einfluss auf die Expression molekularer Marker

Unter UVA1- und UVA/B- (Solarsimulator-) Bestrahlung zeigte sich ein starker Anstieg
der mRNA des Enzyms MMP-1. Vor allem unter UVA /UVB-Bestrahlung (Solarsimu-
lator) war die Expression deutlich erhoht. Dies unterstreicht den starken Einfluss der
Sonnenstrahlung (v.a. UVB-Strahlung wirkt Erythem-auslosend) auf die Gesundheit
der Haut.

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass die Expression von MMP-1 unter UV-
Strahlung steigt. 45 Die Studie von Philips et al. konnte bereits nachweisen, dass Lutein
in vitro die Expression von MMP-1 supprimieren kann. ¥l Auch in der vorliegenden
Arbeit zeigte sich unter Luteineinnahme ein starker Abfall der MMP-1-Expression.
Hier wird ganz deutlich, dass Lutein die Expression von MMP-1 unter UVA1- und
UVA /UVB-Bestrahlung auch in vivo unterdriickt und so zum Schutz der Haut vor
Kollagenabbau durch UV-Strahlung beitrégt.
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Die Expression der ICAM-1 mRNA, welche nach UV-Exposition ebenfalls stark
anstieg, wurde durch die Luteineinnahme unterdriickt. So zeigt sich, dass Lutein auch
direkt an der Reaktion auf die akute Entziindung in der Haut durch UV-Strahlung
positiv, schiitzend, beteiligt ist. Es wirkt als Antioxidanz gegen die durch UV-Strahlung
erzeugten ROS, welche die ICAM-1 mRNA induzieren kénnen.

Auch bei Betrachtung des Enzyms HO-1 wurde die Expression seiner mRNA in
Antwort auf UV-Strahlung wiahrend der Luteineinnahmephase unterdriickt. Diese Er-
gebnisse zeigen also, dass die Aktivierung der Expression von HO-1 durch oxidativen
Stress, wie er unter UV-Strahlung auftritt, durch Lutein unterdriickt wird.

Analog zum Lycopin-Arm der Studie (Kapitel 4.1.1) zeigte sich durch UV-Strahlung
eine leichte Induktion der beiden Gene Col-1A1 und Col-1A2. Diese (geringe) Induktion
zeigt sich jedoch unabhéingig der Luteineinnahme. Lutein hat hier offensichtlich keinen

positiven Effekt auf die Expression der Gene Col-1A1 und -1A2.

4.2.2 Einfluss auf die Hautparameter

Die Auswertung der erhobenen Werte des Transepidermalen Wasserverlusts zeigte einen
nur geringen Einfluss der Luteineinnahme. Zu Beginn wiesen die #lteren Probanden
(>45 Jahre) einen leicht erhohten Wert auf. Dies ist erklérlich, da mit der natiirlichen
Hautalterung der Barriereschutz zuriickgeht und so auch der Wasserverlust iiber die
Haut ansteigt.

Jede weitere Aufteilung ergab keinen signifikanten Einfluss der Luteingabe auf ei-
ne Verbesserung des TEWL-Wertes. Eine Betrachtung nach Stérke des Anstiegs des
Lutein-Serumspiegels unter Luteineinnahme zeigte in der Gruppe der Non-Responder
(weniger als 1facher Anstieg) eine Erhohung des TEWL-Wertes unter Placeboeinnah-
me. Dies kénnte verschiedene Ursachen haben: Zum einen ist bei den Probanden dieser
Gruppe mit einer geringeren Compliance zu rechnen, da sich kaum ein Anstieg oder
sogar ein Riickgang der Lutein-Serumwerte unter Luteineinnahme zeigte, was auf eine
fehlende oder unregelméBige Einnahme der Kapseln deuten kénnte (unabhéngig von
der zuriickgegebenen Kapselmenge zum Ende der Studie). Der fehlende Luteinanstieg
im Blut kénnte aber auch mit mangelnder Absorption oder bereits hohem Speicher-
vermogen fiir Lutein im Gewebe bei diesen Probanden erkléirt werden. Zum anderen
kann der Anstieg des TEWL-Wertes unabhéngig von Kapsel- und sonstiger Nahrungs-

mittelaufnahme auf jahreszeitliche Unterschiede der Hautbeschaffenheit zuriickgefiihrt
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werden. Da die Messungen in klimatisierter Umgebung durchgefiihrt und die Probanden
vor den Messungen akklimatisiert wurden, kann der gemessene erhthte TEWL kaum
mit lokalen klimatischen Schwankungen erklidrt werden. Unterschiedliche korperliche
Aktivitdten der Probanden kénnen aber nicht vollig ausgeschlossen werden.

Wurden die Probanden nach ihrer initialen Hautbarrierefihigkeit in drei Gruppen
gruppiert, so zeigten nur Probanden mit einem hohen TEWL-Wert eine Abnahme des
Wertes im Laufe der Studie. Betrachtet man die individuellen Werte jedoch genauer, so
hat der Proband mit dem initial héchsten TEWL-Wert von 17,90 g¢/hm? einen immer
noch normalen Hautzustand. Erst Werte ab 25g/hm? deuten auf eine belastete Haut
hin, Werte ab 30 g/hm? auf einen kritischen Hautzustand. Es darf also angenommen
werden, dass ein an sich normaler Wert auch unter Luteineinnahme keine so wesentliche
Verbesserung zeigen kann, als dass diese sich in einem signifikant geinderten TEWL be-
merkbar machen kénnte. Die Zufuhr von Lutein hat aber auf die gesunde Hautbarriere
auch keinen negativen Einfluss. Da die Probanden alle mit einem normalen Hautzu-
stand starten, kann nur vermutet werden, ob sich bei Patienten mit deutlich belasteter
Hautbarriere eventuell eine Verbesserung zeigen wiirde. Dies sollte in weitergehenden
Studien untersucht werden.

Die Luteineinnahme zeigte keinen eindeutigen positiven Einfluss auf die Hautelasti-
zitdt (Cutometer-Wert R2) der Probanden. Dem entgegengesetzt wurde eine Abnahme
der Hautelastizitét unter Luteineinnahme beobachtet. Jedoch brachte die Korrektur
nach Ausschluss der Non-Responder keine Anderungen der Ergebnisse hervor. Die Lu-
teineinnahme ist also fiir die Elastizitdtsabnahme nicht verantwortlich. Daher muss
wieder, analog zu Kapitel 4.1.2, auf jahreszeitliche Einfliisse auf die Beschaffenheit der
Haut geschlossen werden. Ein interessanter Aspekt kam bei Betrachtung des Cutometer-
Wertes im Verhéltnis zum Anstieg des Lutein-Serumspiegels hervor. Die Probanden,
die einen starken Anstieg (>4facher Anstieg) aufzeigten, hatten zu Beginn den nied-
rigsten Cutometer-Wert. Probanden mit nur einem geringen Anstieg des Luteingehaltes
des Blutes starteten mit einem bereits hohen Wert der Hautelastizitét in die Studie.
Hierbei kann ein Zusammenhang zwischen der Hautelastizitdt und der Hohe der Lu-
teinaufnahme angenommen werden. Zur ndheren Betrachtung und dem Hinweis des
Schutzes vor Elastizitatsverlust zum Beispiel im Rahmen der Hautalterung sollten spe-

zifische Studien angeschlossen werden.
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Der Einfluss der Luteineinnahme auf den Aa*-Wert, auf die Erythementstehung,

ist in Kapitel 4.2.3 beschrieben.

4.2.3 Photoprotektive Wirkung von Lutein

Bei Betrachtung des Aa*-Wertes, der fiir die Erythementstehung nach UVA1- bzw.
UVA /UVB-Bestrahlung steht, wurde deutlich, dass die Probanden, die mit einem hohen
initialen Luteinlevel in die Studie starteten, unter Luteineinnahme ein Absinken von
Aa* aufwiesen. Diese Gruppe startete mit einem hohen Aa*-Wert im Vergleich zu den
Probanden mit niedrigerem Level. Diese Probanden sind moglicherweise schon an einen
hohen Spiegel von Lutein adaptiert, haben dementsprechend eine hohe Rezeptordichte
und einen héheren Umsatz, sodass sie sensibler auf einen Luteinanstieg reagierten, was
in einem Abfall von Aa*-Wert, also einer Abnahme der Rétungsreaktion nach UVA1-
Bestrahlung deutlich wurde. Die Anzahl dieser Probanden ist aber zu gering, als dass
auf einen direkten Zusammenhang geschlossen werden kann.

In verschiedenen Studien wurde bereits der positive Effekt von Carotinoiden auf die
Reduktion der Erythembildung beschrieben.?®! Auch der Vergleich zwischen topisch
aufgetragenem und oral verabreichtem Lutein zeigte eine Reduktion der Erythembil-
dung. 3] Hierbei nahmen die Probanden ebenfalls zwolf Wochen ein Luteinpréparat
ein. Die Zusammensetzung der Kapseln, das Losungsmittel und auch die Menge an
Lutein und Zeaxanthin unterscheiden sich zwischen den genannten Studien und dieser
Arbeit nur geringem Ausmafl. Im Gegensatz dazu variieren die Bestrahlungsart und
-dauer zwischen den Studien erheblich. Dies erkliart moglicherweise den unterschiedli-
chen Effekt der Luteingabe auf die Erythembildung nach Bestrahlung.

Wie in Kapitel 4.2.1 beschrieben, kann Lutein als Antioxidanz wirken, was sich in
einer verminderten Expression bestimmter, durch UV-Strahlung induzierbarer, mole-
kularer Marker duflert. Hierbei wird die Fihigkeit von Lutein deutlich, die Haut vor
UV-Strahlung und deren negativen Wirkungen zu schiitzen, wie zum Beispiel vor Kol-
lagenabbau im Rahmen der vorzeitigen Hautalterung, indem es sein antioxidatives Po-

tential ausschopft.
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4.3 Wirkung der Einnahme von Lycopin und Lutein

Es konnte gezeigt werden, dass die Einnahme von Lycopin bzw. Lutein als Nahrungs-
ergénzungsmittel durchaus positive Effekte vor allem beim Schutz vor UV-Strahlung,
genauer gesagt vor dem durch UV-Strahlung entstehenden oxidativen Stress aufweist.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass die orale Einnahme von Lycopin
und Lutein in vivo UV-induzierte biologische Reaktionen in der menschlichen Haut
verhindert. Im Gegensatz zu den bereits publizierten Studien wird hier erstmals der
photoprotektive Effekt der beiden Carotinoide auf molekularer Ebende gezeigt.

Werden die Carotinoide Lycopin und Lutein direkt miteinander verglichen, so zei-
gen sie beide eine dhnlich gute Schutzwirkung in Bezug auf die Photoprotektion. Die
Probanden nahmen nahezu die gleichen Gesamtkonzentrationen pro Tag ein (19,2 mg
Lycopin bzw. 20mg Lutein). Jedoch geniigte beim Lutein-Arm der Studie eine ein-
malige Einnahme von zwei Kapseln téglich um dieselben Effekte zu erzielen wie eine
zweimal tégliche Einnahme von je zwei Lycopinhaltigen Kapseln beim Lycopin-Arm.
Dies liegt hochstwahrscheinlich an der ldngeren Halbwertszeit von Lutein mit 33-61
Tagen im Vergleich zu Lycopin mit 12-33 Tagen im Plasma.®Y Durch die nur einmal
tagliche Einnahme des Nahrungsergidnzungsmittels zeigt Lutein einen Vorteil gegeniiber
Lycopin.

UV-unabhiéngige Parameter der Hautgesundheit und -barriere werden durch Lyco-
pin und Lutein nicht wesentlich positiv beeinflusst. Die Vorgénge der physiologischen
Faltenbildung und des zunehmenden Transepidermalen Wasserverlustes im Alter gehen
ROS-unabhéngig vonstatten. So kénnen Lycopin und Lutein ihr antioxidatives Poten-
zial in dieser Hinsicht nicht entfalten und schiitzend wirken.

Eine Einnahme der beiden Carotinoide zeigt sich demnach vor allem als sinnvolle
Ergdnzung zu einem topischen Sonnenschutzmittel und als Schutz vor unbewusster

UV-Exposition im Alltag.
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Kapitel 5
Zusammenfassung

Eine tiberméfiige Sonnenlichtexposition bedeutet fiir die menschliche Haut die Entste-
hung von Sonnenbrand, eine vorzeitige Hautalterung, sowie ein erhohtes Risiko fiir
Hauttumoren. Hierbei spielt die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
im Rahmen des photooxidativen Stresses, ausgelost durch vermehrte UV-Strahlen-
Belastung, eine wichtige Rolle. Diese ROS sind in der Lage, die Expression verschiedener
Enzyme zu induzieren, was u.a. zu Kollagenabbau, verminderter Kollagensynthese und
Inflammation der Haut fiihrt.

Die Féhigkeit von Carotinoiden als Antioxidantien zu wirken, wurde bereits in ver-
schiedenen Studien untersucht und bestétigt. Hierbei gehtren das Carotin Lycopin und
das Xanthophyll Lutein, neben (3-Carotin, zu den Hauptakteuren. Lycopin wurde be-
reits als der effektivste Féanger von Singulett-Sauerstoff, eines der meist vorkommenden
ROS, identifiziert.

Lycopin und Lutein sind Hauptbestandteile der Carotinoide im menschlichen Blut.
Daher lag es nahe, das Verhalten dieser auf die allgemeine Hautstruktur und im Be-
sonderen auf die photoprotektive Wirkung zu untersuchen.

65 Probanden nahmen in einer randomisierten, doppelblinden Studie iiber ca. zwolf
Wochen ein Nahrungsergéinzungsmittel mit Lycopin bzw. Lutein oder ein Placebo-
priaparat ein. Nach einer Auswaschphase fand das sog. Cross-Over statt. Zu mehre-
ren Zeitpunkten wurden, neben Blutentnahmen fiir die Bestimmung der Carotinoid-
Serumspiegel, als hautphysiologische, nicht-invasiv bestimmbare Hautparameter der
TEWL-Wert (Transepidermaler Wasserverlust) und die Hautelastizitét am Unterarm

gemessen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Dariiber hinaus wurde die Hautfarbe zweier Stellen am Geséfl vor und nach einer
Bestrahlung mit UVA1- und UVA /UVB-Strahlung bestimmt. Hierbei zeigten die Nah-
rungserginzungsmittel nur einen geringen Einfluss im Laufe der Studie.

Desweiteren wurden den Probanden an den bestrahlten Arealen Hautstanzen ent-
nommen und die Expression der mRNA verschiedener molekularer Marker, im Vergleich
zu einer unbehandelten Biopsie, bestimmt. Sowohl Lycopin als auch Lutein bestétigten
ihr photoprotektives Potential, indem sie die Expression u.a. der Enzyme MMP-1,
ICAM-1 und HO-1, welche unter UV-Strahlung deutlich anstieg, unterdriicken konnten.
Diese Effekte waren unter Placeboeinnahme nicht zu beobachten.

Somit konnten, nun auch erstmalig auf molekularer Ebene, die bisherigen Beobach-
tungen zur photoprotektiven Wirkung der systemischen Einnahme von Carotinoiden,

in dieser Arbeit speziell von Lycopin und Lutein, bewiesen und bestétigt werden.
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